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1. Einleitung und Zielsetzung 
1.1 Akuter Myokardinfarkt 
Der akute Myokardinfarkt (AMI) ist eine der häufigsten Diagnosen von hospitalisier-
ten Patienten in den industrialisierten Ländern. In den USA erleiden jedes Jahr an-
nähernd 1,1 Millionen Menschen einen akuten Myokardinfarkt35, 204, in Europa liegt 
die Inzidenz des Myokardinfarktes bei 1:10.000 pro Jahr. 
In der Regel kommt es zu einem Herzinfarkt, wenn der Koronarblutfluss abrupt nach 
dem thrombotischen Verschluss einer Koronararterie versiegt. Der Umfang der 
Herzmuskelstörung hängt ab u. a. von dem Versorgungsgebiet des betroffenen Ge-
fäßes, der Dauer des Verschlusses, dem Sauerstoffbedarf des betroffenen Myokards 
und von der Durchblutung des Infarktgebietes nach Wiederherstellung des Blutflus-
ses35. Die rasche Revaskularisierung und die dadurch erhoffte Reduktion des infar-
zierten Areals ist die wichtigste therapeutische Maßnahme. Die Methode der Wahl 
stellt derzeit die möglichst rasch durchgeführte interventionelle Therapie mittels per-
kutaner transluminaler Koronarangioplastie (PTCA) dar2, 41, 98. Als medikamentöse 
Begleittherapie werden heute u. a. Heparine und GPIIb/IIIa-Antagonisten zur anti-
thrombotischen Therapie, sowie β-Blocker und ACE-Hemmer oder AT1-
Rezeptorantagonisten zur Verbesserung des postischämischen Remodellings ver-
wendet2, 95, 100. 
 
1.2 Der myokardiale Reperfusionsschaden 
Die schnelle Revaskularisierung des Koronargefäßes ist notwendig zur Rettung des 
ischämischen oder hypoxischen Myokards und zur Senkung der Morbidität und Mor-
talität nach akutem Infarkt. Jedoch kann es nach der Reperfusion des ischämischen 
Gewebes zu paradoxer myozytärer Dysfunktion kommen, dem so genannten „Reper-
fusionsschaden“. Am Herzen tritt die Situation der akuten Reperfusion nach Throm-
bolyse oder PTCA einer verschlossenen Koronararterie sowie in der Bypass-, Klap-
pen- und Transplantationschirurgie im Rahmen der extrakorporalen Zirkulation auf215. 
Mit zunehmenden Dauer und Ausmaß der Ischämie vergrößert sich der myozytäre 
Zellschaden mit einer Prädisposition zu weiteren reperfusionsassoziierten, pathologi-
schen Prozessen224. Zu diesen Prozessen zählen die reversible Einschränkung der 
Herzmuskelfunktion („myocardial stunning“)20, 22, der mikrovaskuläre und endotheliale 
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Schaden132, 178 sowie die Vergrößerung des irreversiblen Zellschadens und der 
Nekrose8, 88. 
Die inflammatorische Antwort ist integraler Anteil der Reaktion auf die Gewebeschä-
digung und spielt eine aktive Rolle nach myokardialer Ischämie. Zytokine wie zum 
Beispiel Tumor-Nekrose-Faktor-alpha (TNF-α) oder Interleukin-6 (IL-6) werden vom 
geschädigten Myokard freigesetzt. Diese können myozytäres Überleben und Apop-
tose beeinflussen und zusätzlich die akute zelluläre inflammatorische Antwort ver-
stärken51, 152. Im Rahmen dieser ischämisch getriggerten Inflammation wandern ver-
stärkt neutrophile Granulozyten (PMN) in das Infarktrandgebiet, um die entstandene 
Nekrose abzuräumen. Diese Reaktion ist ein notwendiger Reparaturvorgang und 
trägt zur Narbenbildung bei. Wird Leukozytenimmigration gehemmt, so wird die Nar-
benbildung unterbunden und es kommt zur Dysfunktion des gesamten Herzens78. 
Die Revaskularisierung des verschlossenen Gefäßes und die Wiederherstellung der 
Sauerstoffversorgung des ischämischen Gewebes führt zur Aktivierung des posti-
schämischen Endothels, zur Freisetzung proinflammatorischer Substanzen und zur 
erhöhten Expression von Adhäsionsmolekülen (Selektine, ICAM-1, VCAM-1,  
PECAM-1 s. u.)55, 76, 90, 109, 125, 143, 180, 225 
Abb. 1: Der myokardiale Ischämie/Reperfusionsschaden, 
schematisch, Verma et al., Circulation 2002 
  8
Dadurch kommt es zu erhöhter Leukozytenadhäsion im postischämischen Areal und 
damit zur gesteigerten Freisetzung kardiotoxischer Substanzen, z. B. Sauerstoffradi-
kalen wie Wasserstoffperoxid. Außerdem werden weitere proinflammatorische Zyto-
kine wie z. B. Leukotrien-β4 und Plättchen-Aktivierender Faktor freigesetzt72. 
In tierexperimentellen Studien konnte durch die Gabe eines Antikörpers gegen MAC-
1 (CD11b/CD18), eines leukozytären Adhäsionsmoleküls, der Reperfusionsschaden 
reduziert werden. Dies wies auf die schädigende Rolle der Leukozyten im posti-
schämischen Myokard hin90, 125, 130, 158, 186, 225 
In neueren Studien wurde gezeigt, dass Thrombozyten ebenfalls eine Rolle in die-
sem Adhäsionsprozess spielen. Zusätzlich zur Aktivierung des Endothels63 und der 
Leukozyten151 interagieren Plättchen direkt mit neutrophilen Granulozyten188, 217 und 
tragen so zu einer weiteren Schädigung nach Ischämie und Reperfusion bei110, 120. 
Inwieweit Thrombozyten den postischämischen leukozytären Reperfusionsschaden 
beeinflussen, war in diesen Studien noch nicht vollständig geklärt. 
 
1.3 Adhäsionsmechanismen nach akuter myokardialer  
Ischämie und Reperfusion 
1.3.1 Leukozyten in der postischämischen Reperfusion 
Die myokardiale Ischämie und Reperfusion führt zu erhöhter Leukozytenadhäsion im 
postischämischen Areal. Diese erfolgt in mehreren Stufen. Die drei wichtigsten Stu-
fen sind das „Rolling“, das „Sticking“ und die „ Transmigration“125. 
 
1.3.1.1 Leukozytäres Rolling 
Die Interaktion zwischen Leukozyten und aktiviertem Endothel findet hauptsächlich in 
den postkapillären Venolen des postischämischen Gewebes statt70, 112, 124. Der erste 
Adhäsionsschritt ist das „Rolling“. Selektine und ihre Liganden sind hauptsächlich 
verantwortlich für die Dezeleration der vorbeiströmenden Leukozyten und erste 
schwache, reversible Bindung an das Endothel. Es gibt bislang drei Vertreter der Se-
lektin-Gruppen, die auf unterschiedlichen Zelltypen nachgewiesen wurden und nach 
dem Ort ihrer Erstbeschreibung benannt sind: Leukozytäres Selektin  
(L-Selektin), thrombozytäres Selektin (P-Selektin) und endotheliales Selektin  
(E-Selektin). P- und L-Selektine vermitteln die Dezeleration bei hohen Strömungsge-
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schwindigkeiten, E-Selektin dient der Geschwindigkeitsreduktion bereits rollender 
Leukozyten18, 18, 27, 93, 166. 
P-Selektin (PADGEM, GMP-140, CD62P) ist ein zentrales Adhäsionsmolekül für die 
Initiation des Rollings. Es wird vorgebildet und in den Granula von Thrombozyten  
oder den Weibel-Palade-Körperchen von Endothelzellen gespeichert. Es kann durch 
unterschiedliche Stimuli (Thrombi, Komplementfaktoren, Endotoxine, TNF-α und 
H2O2) aktiviert werden und wird innerhalb von Sekunden an die Zelloberfläche beför-
dert. 
L-Selektin (LECAM-1, CD62L) kommt auf Leukozyten vor und wird dort konstitutiv 
exprimiert. E-Selektin (ELAM-1, CD62E) wird ausschließlich von Endothelzellen nach 
der Aktivierung durch Zytokine wie Interleukin-1 (IL-1) oder TNF-α gebildet18, 40. 
Als unspezifische Liganden finden sich bei allen Vertretern der Selektine Kohlenhyd-
rate wie Sialyl-Lewis X-(sLex-) verwandte Strukturen18, sulfatisierte Polysaccharide 
(Heparin, Fucoidan) und Mannose-6-Phosphat166. Für P- und E-Selektin sind darüber 
hinaus spezifische Liganden wie P-Selektin-Glykoprotein-Ligand-1 (PSGL-1)173 und 
E-Selektin-Ligand-1 (ESL-1)195 beschrieben worden. Nach der Interaktion mit ihren 
Liganden tragen Selektine zur Aktivierung von Leukozyten bei23, 127. 
Die Hauptaufgabe der Selektine besteht für L-Selektin auf leukozytärer Seite und P- 
und E-Selektin auf endothelialer Seite in der Vermittlung einer schwachen, reversib-
len Bindung von Leukozyten an die Gefäßwand65. 
Es resultiert ein langsames Entlangrollen der Leukozyten auf dem Endothel, welches 
das Anhaften der frei fließenden Leukozyten an die Gefäßwand mit normaler Strö-
mungsgeschwindigkeit ermöglicht. 
 
1.3.1.2 Leukozytäres Sticking 
Der zweite Adhäsionsschritt ist das feste Anhaften des Leukozyten an der Endothel-
zelle, das so genannte Sticking. Die Bindungen sind fester als die der Selektine, der 
Aufbau dieser Bindungen benötigt jedoch eine längere Kontaktzeit91, 108. An diesem 
Schritt sind auf der endothelialen Seite Mitglieder der Ig-Superfamilie, die interzellula-
ren Adhäsionsmoleküle 1 und 2 (ICAM-1, ICAM-2) und VCAM-1 beteiligt. 
Von besonderer Bedeutung ist das ICAM-1 (CD54). Es wird in erster Linie auf Endo-
thelzellen, aber auch auf Epithel, Fibroblasten, Leukozyten und vielen Tumorzellen, 
exprimiert65. Liganden sind β2-Integrine (LFA-1, MAC-1, CD18/CD11c) auf Leukozy-
ten169, 194. Darüber hinaus zeigte Altieri, dass ICAM-1 direkt Fibrinogen binden kann6 
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und dadurch zur Adhäsion von Thrombozyten beiträgt135. Auf Endothelzellen wird es 
in geringen Mengen konstitutiv exprimiert, aber nach Stimulation mit Entzündungs-
mediatoren wie z.B. TNF-α, Interferon-γ (IFN-γ) und IL-1 verstärkt exprimiert37, 168. 
Durch Antikörper-Blockade läßt sich in vitro die ICAM-1 vermittelte Adhäsion von 
neutrophilen Granulozyten inhibieren60. Liganden der endothelialen Adhäsionsmole-
küle sind die CD18-Integrine wie der Monozyten-Adhäsions-Complex-1 (MAC-1 oder 
CD11b/CD18), das Lymphozyten-Funktionsassoziierte Antigen-1 (LFA-1 oder 
CD11a/CD18), die Untereinheit CD11c/CD18 und das Very-Late-Antigen-4 (VLA-4 
oder CD49d)216. 
Die CD18-Integrine LFA-1 und MAC-1 können beide an die Adhäsionsmoleküle 
ICAM-1 und ICAM-2 binden38, 194, 221, wobei beide Moleküle miteinander konkurrie-
ren128. Intravitalmikroskopische Studien erbrachten Hinweise, das LFA-1 das wich-
tigste β2-Integrin für feste Leukozytenbindung ist176 und eine höhere Affinität gegen-
über ICAM-1 besitzt als MAC-1128. 
VLA-4 ist überwiegend auf Monozyten, eosinophilen Leukozyten und auf Lymphozy-
ten exprimiert82. Auf neutrophilen Leukozyten ist es nur in geringem Maße exprimiert 
und spielt daher nur eine untergeordnete Rolle in der postischämischen Adhäsions-
kaskade104. In Abwesenheit von anderen Adäsionsmolekülen jedoch kann VLA-4 leu-
kozytäres „Rolling“ initiieren5, 193 und auch feste Bindungen über endotheliales 
VCAM-1 eingehen129. 
Das Vaskuläre Adhäsionsmolekül-1 (VCAM-1, CD106) kommt ebenfalls auf Endo-
thelzellen, aber auch auf epithelialen und dendritischen Zellen sowie auf Makropha-
gen vor65. Die endotheliale VCAM-1 Expression wird ebenfalls durch verschiedene 
Zytokine (IL-1, TNF-α, Interleukin-4) 83, 84, 148 induziert und bindet vor allem an Mono-
zyten und Lymphozyten134 202 142.  
Neben den genannten Molekülen existieren verschiedene, nicht miteinander ver-
wandte Oberflächenmoleküle mit adhäsiven Fähigkeiten, z. B. Cadherine. Sie waren 
nicht Gegenstand unserer Untersuchungen. 
 
1.3.1.3 Transmigration 
Nach fester Adhäsion transmigrieren Leukozyten in perivaskuläres Gewebe, wenn 
entsprechende chemotaktische Botenstoffe vorhanden sind wie z.B. Interleukin-8 59, 
60
. Bei der Transmigration der Leukozyten wird Endothel aktiviert, Proteine werden 
synthetisiert und die Expression von Adhäsionsmolekülen hochreguliert. Proinflam-
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matorische Mediatoren werden produziert. Das Endothel sezerniert chemotaktische 
Botenstoffe, die die Transmigration der Leukozyten fördert. Die Adhäsionsmoleküle 
PECAM-1, ICAM-1, VE-Cadherin, LFA-1 und VLA-1 und die junktionalen Adhäsi-
onsmoleküle (JAMs) sind unter anderem an der Transmigration beteiligt60, 210, 218. 
 
 
Abb. 2:  Schematische Darstellung der Leukozyten-Endothel-Interaktion nach Ischämie und  
Reperfusion. Kakkar et al. 2004  
 
1.3.2 Rolle der Thrombozyten 
Es gibt zunehmend Hinweise darauf, dass Thrombozyten eine Rolle in der Pathoge-
nese des postischämischen Reperfusionsschadens spielen. Die postischämische 
Reperfusion bewirkt eine Aktivierung und Akkumulation von Thrombozyten innerhalb 
des Gefäßbettes.48, 116, 154 Diese exprimieren zahlreiche Glykoproteine (GP) auf ihrer 
Zelloberfläche, welche die Adhäsion an die verletzte Gefäßwand vermitteln. Im Zell-
inneren finden sich Speichergranula und Mitochondrien. In diesen Glykogranula lie-
gen z. B. von-Willebrand-Faktor (vWF) und P-Selektin in gespeicherter Form vor. 
Thrombozyten exprimieren eine Reihe von Adhäsionsmolekülen, die zur Zell-Zell-
Interaktion beitragen, wie z.B. P-Selektin, des Platelet-Endothelial-Zell-Adhesion-
Molecule-1 (PECAM-1) und mehrere Integrine, wie z.B. Glykoprotein IIb/IIIa und das 
leuzinreiche Glykoprotein Ib (GPIb)25, 58, 157. Darüber hinaus setzen Thrombozyten 
Sauerstoffradikale und proinflammatorische Mediatoren wie Thromboxan A2, Leu-
kotriene, Plättchenfaktor 4, Serotonin, und den Platelet-Derived Growth Factor 
(PDGF) frei49, 67, 123, 133. Die Adhäsion von Leukozyten an immobilisierten Thrombozy-
ten kann unter physiologischen Bedingungen durch P-Selektin mediiert werden117. 
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Im Intestinum werden Thrombozyten durch „Tethering“ mit endothelialem P-Selektin 
rekrutiert135. In vitro konnte gezeigt werden, dass thrombozytäres PSGL-1 die Inter-
aktion zwischen P-Selektin und Thrombozyten mediieren kann56. 
Weiterhin wird die postischämische Adhäsion über Fibrin und Fibrinogen vermittelt, 
welches zwischen dem konstitutiv exprimierten ICAM-1 der Endothelzelle und dem 
entsprechenden GPIIb/IIIa-Liganden der Thrombozyten eine feste Bindung be-
wirkt136. Nach Zerstörung der endothelialen Integrität kann vWF mit Gewebethrom-
boplastin aus der subendothelialen Matrix reagieren und über den thrombozytären 
GPIb-Liganden eine permanente Adhäsion von Thrombozyten vermitteln. VWF ist 
ein komplexes multimeres Glykoprotein, welches eine zentrale Rolle für die thrombo-
zytäre Funktion spielt. Es wird von Endothelzellen und Megakaryozyten gebildet, in-
trazellulär prozessiert und in den Weibel-Palade-Körperchen der Endothelzellen und 
den Alphagranula der Thrombozyten gespeichert. Die Interaktion zwischen vWF und 
GPIb spielt eine wichtige Rolle für die Thrombozytenadhäsion, insbesondere in Arte-
riolen und postkapillaren Venolen171. 
 
1.3.3 Interaktion von Thrombozyten und Leukozyten 
Plättchen haben die Fähigkeit, die Funktion von Leukozyten zu modulieren170, indem 
sie zur Aktivierung des Endothels63 und der Leukozyten beitragen151. Bei Patienten 
mit instabiler Angina pectoris und mit akutem Myokardinfarkt ist die Leukozy-
ten/Thrombozyten-Interaktion erhöht156. Sie interagieren mit neutrophilen Granulozy-
ten188, 217 und verstärken so die Schädigung nach Ischämie und Reperfusion110, 120. 
In isolierten Herzen wurde gezeigt, dass P-Selektin während der Reperfusion zur In-
teraktion zwischen Leukozyten und Thrombozyten beiträgt120. Bei akutem post- 
ischämischen Nierenversagen spielt das thrombozytäre P-Selektin eine wichtige Rol-
le187. 
Die Rolle der Thrombozyten für die postischämische Leukozytenrekrutierung und 
myokardiale Dysfunktion in vivo wurde bisher noch nicht untersucht. 
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1.4 Zelluläre Therapien der myokardialen Ischämie und Reper-
fusion 
In den letzten Jahren eröffneten sich zunehmend neue Therapieansätze zur Behand-
lung des Ischämie/Reperfusionsschadens. In experimentellen und klinischen Ansät-
zen wurde versucht, durch Applikation ex vivo expandierter endothelialer Progenitor-
zellen (EPC) oder durch Stimulation von Vorläuferzellen aus dem Knochenmark In-
farktgrößen zu verringern sowie Perfusion und Funktion nach Ischämie zu verbes-
sern4, 13, 97, 167, 197, 208. 
 
1.4.1 Endotheliale Progenitorzellen 
1997 schlugen T. Asahara, J. Isner und Mitarbeiter erstmals die Existenz humaner, 
hämatopoetischer CD34-positiver Progenitorzellen vor, die sich ex vivo zu einem en-
dothelialen Phänotyp differenzieren ließen12. Diese Zellen wurden endotheliale Pro-
genitorzellen benannt, exprimierten verschiedene endotheliale Marker wie z. B. von-
Willebrand-Faktor und inkorporierten in neu geformte Gefäße im Ischämiegebiet. 
Auch Rafii et al. berichteten über adulte zirkulierende EPCs, die aus dem Knochen-
mark stammten183. Nach diesen initialen Entdeckungen wurden EPCs als Zellen de-
finiert, die positiv für hämatopoetische Stammzellmarker wie CD34 sind sowie endo-
theliale Marker wie den Vascular-Endothelial-Growth-Factor-Receptor-2 (VEGFR-2) 
exprimieren. Da CD34 nicht exklusiv auf hämatopoetischen Zellen exprimiert wird, 
wurden weitere Marker für EPCs beschrieben, z. B. CD133. CD133 wird auf Zellen 
exprimiert, die noch früher in der Hämatopoese entstehen und in vitro in Endothelzel-
len differenzieren können66. Auf maturen Endothelzellen und Monozyten wird CD133 
nicht exprimiert71. 
Das Stammzell-Antigen-1 (SCA-1) ist der wichtigste Stammzellmarker für murine 
hämatopoetische Vorläuferzellen163. Anti-SCA-1-Antikörper werden häufig verwendet 
in Kombination mit negativer Selektion für eine Reihe von Markern zur Isolation von 
murinen hämatopoetischen Stammzellen, typisch für hämatolymphoide Zelllinien (c-
Kit negativ). SCA-1-positive Zellen finden sich in adultem Knochenmark, fetaler Le-
ber und mobilisierten peripheren Blutzellen146, 191, 192, 222. 
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1.4.1.1 EPCs verbessern die Neovaskulogenese 
Als einer der ersten Arbeitsgruppen zeigten Kocher et al. an einem experimentellen 
Ratten-Modell, dass humane Angioblasten des Knochenmarks 48 Stunden nach In-
farkt intravenös transfundiert, die Neovaskularisation des Infarktgebietes verstärken, 
Apoptose und Remodelling reduzierten und zu einer Verbesserung der Myokardfunk-
tion beitragen103. Im gleichen experimentellen Modell führte die Transfusion adulter 
EPCs des Menschen drei Stunden nach Verschluss LAD (Left Ascending Artery) zu 
einer Verbesserung der LV-Funktion nach 28 Tagen97. Am Hinterlaufischämiemodell 
verbesserte die Infusion von EPCs, die aus dem Knochenmark isoliert worden wa-
ren, die Neovaskulogenese und Perfusion92, 209. 
In ersten klinischen Studien verbesserte die autologe Implantation von mononukleä-
ren Knochenmarkszellen bei Patienten mit peripherer Verschlusskrankeit den „Ankle-
Brachial-Index“ und reduzierte die Beschwerden in Ruhe200. Die Transplantation ex 
vivo expandierter EPCs konnte in einer Studie von Assmus et al. die Flussreserve 
und die linksventrikuläre Funktion nach Myokardinfarkt verbessern14, 24, 175. 
Die Mechanismen, mit denen EPCs zur verbesserten Angiogenese beitragen, sind 
Gegenstand aktueller wissenschaftlicher Diskussionen. Der ischämische Reiz 
scheint ein wichtiger Stimulus für das „Homing“ und die Inkorporation von EPCs in 
ischämisches Gewebe zu sein29. Die Rekrutierungs- und Adhäsionsmechanismen 
sind noch unklar und variieren in den unterschiedlichen verwendeten Populationen. 
Selektine57, 211 und β2-Integrine141, 208 scheinen jedoch eine essentielle Rolle zu spie-
len. 
Die Integration von EPCs in neue Gefäße variiert sehr stark in unterschiedlichen 
Studien3, 209, 228. Die absolute Anzahl inkorporierter EPCs in ischämischem Gewebe 
ist allerdings in allen Studien eher klein. Es wird daher vermutet, dass die Integration 
von EPCs in neue Gefäße nicht der wichtigste Mechanismus für die benefiziellen Ef-
fekte und die gesteigerte Neovaskularisation ist, sondern die parakrine Sekretion 
proangiogenetischer Faktoren eine wichtige Rolle spielt16, 161, 207. 
Zusammengefasst exprimieren EPCs charakteristische Merkmale für frühe endothe-
liale Marker wie VEGFR2 sowie die Oberflächenmarker CD34, CD133 oder SCA-1. 
Sie haben ein großes proangiogenetisches Potential und verbessern nach Applikati-
on in ischämische Areale die Neovaskulogenese16, 161, 208. 
Mehrere Studien deuten darauf hin, dass auch andere Zellpopulationen in der Lage 
sind, einen endothelialen Phänotyp anzunehmen80, 87, 162. Dies trifft insbesondere auf 
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Progenitorzellen des embryonalen Organismus zu, in dem Vaskulogenese und Angi-
ogenese in dichter Abfolge für Gefäß- und Organbildung mitverantwortlich sind. 
 
1.4.2 Embryonale endotheliale Progenitorzellen 
In den oben genannten Arbeiten wurden überwiegend adulte EPCs verwendet. Vor 
einer Dekade konnte Hatzopoulos et al. erstmals murine EPCs embryonalen Ur-
sprungs isolieren (eEPCs). Diese eEPCs wurden am Tag 7,5 aus der embryonalen 
Aorta entnommen und nach Kultivierung zu einer primären Zelllinie isoliert. Embryo-
nale EPCs zeigen ein unbegrenztes stammzellartiges Wachstumspotential und einen 
stabilen Phänotyp in Kultur. Sie exprimieren die endothelspezifischen Gene wie Tie-2 
und Thrombomodulin147 sowie Stammzellmarker wie SCA-1 und andere embryonale 
und frühe endotheliale Marker74. Die in vitro Differenzierung mit Retinolsäure und 
cAMP führte zu 5 bis 10-facher Induktion von Flk-1, vWF, TM, Gata-4 und Gata-6 
sowie weiteren embryonalen und endothelialen Expressionsmolekülen99, 119, 147. Da 
unstimulierte eEPCs kein MHC-1-Protein exprimieren, sind sie immunoprivilegiert 
und zunächst resistent gegen zellvermittelte Zytolyse durch natürliche Killerzellen219. 
In einem Tumormodell wurden eEPCs nach intravenöser Injektion bevorzugt in hy-
poxische Lungenmetastasen rekrutiert. Dieses spezifische Homing war direkt abhän-
gig vom lokalen Hypoxie- und VEGF-Level und reziprok zum Grad der Perfusion und 
der Gefäßdichte. Diese zirkulierenden eEPCs werden in Mikrogefäßen von Tumoren 
in speziellen Arealen verlangsamt, adhärieren und emigrieren in das Interstitium, wo 
sie multizelluläre Haufen formen oder sich in funktionale Gefäßnetze integrieren. Da-
bei sind E-Selektin, P-Selektin und PSGL-1 von funktioneller Relevanz für die Rekru-
tierung211. Die Rolle von ICAM-1, welches für die Adhäsion von Leukozyten essentiell 
ist, ist bisher in eEPCs noch nicht untersucht worden. 
 
1.4.3 Mobilisation autologer EPCs des Knochenmarks 
Als alternative Behandlungsstrategie zur Applikation ex vivo expandierter EPCs wird 
zurzeit die Mobilisation autologer Knochenmarkszellen durch Applikation von Zytoki-
nen experimentell und in klinischen Studien untersucht. Bei der Behandlung von hä-
matoonkologischen Krankheitsbildern und bei Knochenmarkstransplantationen, aber 
auch begleitend zur Chemotherapie, spielen Kolonie-stimulierende Faktoren schon 
seit Jahren eine wichtige Rolle. Die Applikation von Granulozyten-Makrophagen  
Kolonie-stimulierendem Faktor (GM-CSF) und von Granulozyten Kolonie-
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stimulierendem Faktor (G-CSF) bewirkt eine effektive Mobilisation der peripheren 
Blutvorläuferzellen28, 94. Neben Granulozyten und Monozyten werden auch CD34-
positive endotheliale Progenitorzellen vermehrt gebildet und aus dem Knochenmark 
ausgeschwemmt182, 214. 
1999 zeigte die Arbeitsgruppe von Asahara und Isner erstmals, dass die Vorbehand-
lung mit GM-CSF zu einer Mobilisation endothelialer Progenitorzellen aus dem Kno-
chenmark führt und die Neovaskulogenese in ischämischen Arealen verbessert197. 
Andere Gruppen konnten in tierexperimentellen Studien mittels Applikation von  
G-CSF eine geringere Mortalität, geringere Infarktgröße und verbesserte Funktion 
beobachten96, 155, 184. Auch in klinischen Studien wurde bereits die Applikation von  
G-CSF nach Herzinfarkt erprobt, allerdings ohne eindeutigen Erfolg85, 86, 229. In den o. 
g. Studien wurden zu unterschiedlichen Zeitpunkten verschiedene Mengen an Zyto-




Auf Grund der oben beschriebenen Erkenntnisse sollten in dieser Arbeit folgende 
Fragestellungen untersucht werden: 
 
1. In wieweit beeinflussen Thrombozyten den leukozyten-assoziierten myo-
kardialen Ischämie/Reperfusionsschaden? 
 
2. Welche Adhäsionsmoleküle spielen bei der Thrombozyten/Leukozyten-
Interaktion eine signifikante Rolle? 
 
3. Ist die Reduktion der Leukozytenadhäsion für den chronischen Ischä-
mie/Reperfusionsschaden relevant? 
 
4. Welche funktionelle Relevanz hat die Therapie embryonaler EPCs auf den 
chronischen Ischämie/Reperfusionsschaden? 
 
5. Ist die Mobilisation von adulter Knochenmarkszellen mittels GM-CSF ver-
gleichbar mit der Behandlung durch embryonale EPCs für die postischämi-
sche linksventrikuläre Funktion? 
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2. Material und Methoden 
2.1 Versuchstiere 
Für die tierexperimentellen Versuche wurden Mäuse mit C57/B6 Hintergrund 
(Charles River WIGA (Deutschland) GmbH, Sulzfeld) verwendet. Neben Wildtyp-
Tieren wurden P-Selektin-, ICAM-1- und ICAM-1/P-Selektin-defiziente Tiere des sel-
ben Hintergrundes verwendet (Jackson Lab, Bar Harbor, Maine, USA, nach Angaben 
von Jackson Labs wurden die Tiere mit dem C57/B6-Hintergund der entsprechenden 
10. Generation zurückgekreuzt.). 
P-Selektin-Defizienz auf den Plättchen, sowie die ICAM-1-Defizienz wurden mittels 
FACS-Analyse verifiziert. 
Die Mäuse wurden bei kontrolliertem Tag-/Nachtzyklus in Gruppen von 3 bis 5 Tieren 
in Makrolon- Käfigen gehalten und hatten freien Zugang zu Wasser und einem Stan-
dardfutter (Ssniff Spezialdiäten, Soest, Deutschland). 
 
2.2 Akutes Ischämie/Reperfusionsmodell 
Zur Analyse der Rekrutierungsmechanismen von Leukozyten und Thrombozyten 
wurde ein Modell der akuten in vivo Ischämie und Reperfusion gewählt, in dem Wild-
typ und transgene Tiere einer 20-minütigen myokardialen Ischämie und anschlie-
ßend einer 15-minütigen Reperfusion ausgesetzt wurden. Nach Beendigung der Re-
perfusion wurden die Herzen mit saliner Lösung für 2 Minuten retrograd perfundiert, 
Infusion von 2x108 BCECF-AM- oder Rho-
damin G6-gefärbten homologen oder hete-
rologen Thrombozyten 
Fluoreszenzmikroskopie 





0’ 20’ 35’ Minuten 
Abb. 3: Versuchsschema der akuten Ischämie und Reperfusion. Nach 15 Minuten Re-
perfusion wurde das Herz explantiert und mittels Fluoreszenzmikroskopie analysiert.  
Akutes I/R-Modell 
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um nicht-adhärente Leukozyten und Thrombozyten auszuwaschen. Anschließend 
wurde das Herz explantiert, auf einen speziellen Objektträger gebettet und fluores-
zenzmikroskopisch untersucht. Diese Analysen wurden auf Videoband aufgezeichnet 
und später offline, geblindet ausgewertet. 
 
Gruppe A  Tiere [n] 
Empfängerhintergrund Thrombozytenhintergrund  
Sham + homolog  6 
I/R WT + homolog  6 
I/R P-Sel -/- + homolog  6 
I/R ICAM-1/P-Sel -/- + homolog  6 
I/R WT + homologe Thrombozyten + Tirofiban 6 
I/R ICAM-1/P-Sel -/- + homologe Thrombozyten + Tirofiban 6 
 
 Tabelle 1: Versuchsgruppen zur Untersuchung der Leukozyten, Thrombozyten und Leukozy-
ten/Thrombozyten-Co-Aggregate. In zwei Versuchsreihen wurden die infundierten Thrombozyten vor 
Applikation in Tirofiban inkubiert (siehe Punkt 2.2.2.1).  
 
 
Tabelle 2: Versuchsgruppen zur Untersuchung der thrombozyten-mediierten Leukozytenrekrutierung. 
In ICAM-1/P-Selektin-defiziente Empfänger wurden heterologe Thrombozyten mit unterschiedlichem 
Genotyp infundiert In einer Gruppe wurden die Thrombozyten vor Applikation in Tirofiban inkubiert 
(siehe Punkt 2.2.2.1). 
 
2.2.1 Infarktinduzierung 
Die Narkose wurde durch eine intraperitoneale Kombinationsinjektion, bestehend aus 
0,1mg/g Körpergewicht Ketaminhydrochlorid (Ketavet® 100mg/ml, Pharmacia GmbH 
Erlangen, Deutschland) und 0,02 mg/g Körpergewicht 5.6-dihydro-2-(2.6-xylidino)-
4H-1.3-Thiazinehydrochlorid bzw. Xylazinhydrochlorid (Rompun® 2%, Bayer, Lever-
kusen, Deutschland) eingeleitet. Die Phase der chirurgischen Toleranz trat nach un-
gefähr 5 Minuten ein und hielt etwa 45 Minuten an. Bei längerer Versuchsdauer wur-
de jeweils nach Bedarf nachdosiert. Die Operationstechnik wurde bereits 1995 von 
Gruppe B  Tiere [n] 
Empfängerhintergrund Thrombozytenhintergrund  
ICAM-1/P-Sel -/- WT 6 
ICAM-1/P-Sel -/- P-Sel -/- 6 
ICAM-1/P-Sel -/- ICAM-1/P-Sel -/- 6 
ICAM-1/P-Sel -/- WT + Tirofiban 6 
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Michael et. al beschrieben144. Bei den in dieser Arbeit durchgeführten Versuchen 
fanden jedoch geringe Modifizierungen statt. Nach Wirkungseintritt der Narkose wur-
de die linke Thoraxhälfte der Maus rasiert, dann  wurde das Tier mit dem Rücken auf 
eine Wärmeplatte gelegt (Eigenbau), die Arme und Beine der Maus mit Klebestreifen 
auf der Wärmeplatte fixiert und der Oberkiefer mit einem 5-0er Faden rekliniert. Zur 
Kontrolle der Körpertemperatur wurde eine Temperatursonde rektal eingeführt und 
die Körperkerntemperatur konstant auf 36,8°C gehalten. Die Tiere wurden tracheo-
tomiert (19 Gauge Trachealkanüle, Hugo-Sachs-Elektronik, March-Hugsstetten, 
Deutschland (HSE)) und das kraniale Ende der Kanüle wurde über einen Plastik-
schlauch mit einem volumengesteuerten Beatmungsgerät (Minivent, Type 845, HSE) 
verbunden. Je nach Größe des Tieres wurde die Maus initial mit einem Volumen von 
ungefähr 150-175µl und einer Frequenz von 150 Zügen pro Minute beatmet. Im An-
schluss hieran wurde ein Katheter in der rechten Vena jugularis platziert. Dazu wurde 
die rechte Vena jugularis freipräpariert und ein leicht schräg angeschnittener PE-
Katheter (ID 0,4 mm; OD 0,8 mm) eingeführt. Am distalen Ende des Katheters be-
fand sich eine Kanüle (27G MicrolanceTM, Becton Dickinson GmbH, Heidelberg 
Deutschland (BD GmbH)) und eine 1ml Spritze (PlastipakTM, BD GmbH)  zur Injekti-
on der benötigten Substanzen. Nach erfolgreicher Anlage des Katheters wurde die 
Maus leicht nach rechts verlagert um besseren Zugang für die laterale Thorakotomie 
zu haben. Danach wurde die über dem linken Thorax liegende Haut im Bereich des 
dritten Interkostalraumes mit einer Hautschere eröffnet. Die darunter liegende Mus-
kulatur wurde auseinander präpariert und gegebenenfalls durchtrennt. Im Bereich 
des dritten Interkostalraumes wurde die Zwischenrippenmuskulatur eröffnet. Um ei-
nen freien Zugang zum Herzen zu ermöglichen, wurde ein Thoraxretraktor einge-
spannt. Die linke Koronararterie wurde ca. 1 mm unterhalb des Herzohres mit einer 
8-0 Prolene Fadenkombination  einer CC 9,3mm 3/8c Nadel (Ethicon, Johnson & 
Johnson Intl, St-Stevens-Woluwe, Belgien (J&J Intl.)) umstochen. Um eine spätere 
Reperfusion zu ermöglichen, wurde ein ungefähr 1,5 mm großes Stück Polyethylen-
Plastikschlauch (PE-10; ID 0,61 mm; OD 0,92 mm) auf die zu okkludierende Arterie 
aufgelegt und hiernach die Arterie durch Ligatur verschlossen. Um eine Austrock-
nung des Gewebes zu vermeiden, wurden das Schwämmchen, der Retraktor und die 
Muskulaturfäden entfernt, die Muskulatur mit einem mit NaCl-benetzten Tupfer be-
feuchtet und wieder übereinander gelegt. Während der gesamten Operationszeit 
wurde in regelmäßigen Abständen die Muskulatur immer wieder mit NaCl-Lösung be-
feuchtet. Nach 20-minütiger Ischämie wurde das PE-Röhrchen entnommen und es 
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folgte eine 15-minütige Reperfusionsphase. Zu Beginn der Reperfusion wurden je 
nach Protokoll die isolierten Thrombozyten (2 x 108) langsam über den zuvor ange-
legten Katheter in die Vena jugularis injiziert. Gegebenenfalls wurden kurz vor der 
Reperfusion zur Färbung der Leukozyten 50µl 0,05%-iges Rhodamin G6 (Sigma-
Aldrich, Deisenhofen, Deutschland) über den Jugulariskatheter appliziert.  
Nach 15 Minuten Reperfusion wurde zum Auswaschen nicht adhärenter Blutbestand-
teile noch in vivo die Aorta oberhalb des Abganges des Truncus brachiocephalicus 
eingeschnitten und eine stumpfe 22G Kanüle eingeführt. Diese wurde mit einem zu-
vor vorgelegtem Faden fixiert und saline Lösung wurde über zwei Minuten retrograd 
über eine Perfusorleitung infundiert. Dabei wurde der systolische Druck von 80mmHg 
nicht überschritten. 
Anschließend wurde das Herz explantiert, auf einen speziellen Objektträger gebettet 
und die Oberfläche des linken Ventrikels (LV) unter dem Fluoreszenzmikroskop ana-
lysiert. Die Oberfläche des LV wurde mittels angeschlossener Kamera visualisiert 
und per SVHS-Video aufgenommen. Dabei wurden distel der Einstichstelle neun Ge-
 
Abb. 4: Fotografie einer Maus mit eröffnetem 
Thorax und Okklusion der linken Koronararte-
rie. A: Linkes Atrium; V: freie Wand des lin-
ken Ventrikels; O: Okklusion. Quelle: L.H. Mi-
chael et al. AJP 1995 
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sichtsfelder aus dem ischämischen Areal analysiert und später offline ausgezählt 
(siehe Punkt 2.2.4). 
 
2.2.2 Leukozyten- und Plättchenadhäsion in der akuten Reperfusion 
Fluoreszenzmarkierte Leukozyten- und Thrombozytenadhäsion wurde mittels Fluo-
reszenzmikroskopie in den epikardialen Gefäßen nachgewiesen. Zur Analyse der 
Leukozyten wurde kurz vor Beginn der Reperfusion Rhodamin G6, das sofort von 
Leukozyten aufgenommen wird, in die V. Jugularis injiziert. Durch die Injektion von 
Rhodamin G6 können über 99% aller zirkulierenden Leukozyten in vivo angefärbt 
werden105, 137.  
Im Unterschied zu den Leukozyten, die in vivo durch i. v. Injektion von Rhodamin G6 
anfärbt werden können, mussten die Thrombozyten isoliert und ex vivo markiert wer-
den137. Durch die ex vivo Präparation konnten wir eine ausreichende Beladung der 
Zellen mit dem Fluoreszenzfarbstoff erzielen.  
Thrombozyten wurden vor dem Versuch Spendertieren wie unten beschrieben ent-
nommen, ex vivo mit BCECF-AM markiert und reinjiziert. Zur Darstellung einzelner 
Thrombozyten wurden Rhodamin G6 markierte Plättchen injiziert. 
 
2.2.2.1 Thrombozytenentnahme und Präparation 
Die Spendertiere wurden wie unter Punkt 2.2.1 beschrieben mittels i.p. Narkose be-
täubt, fixiert und das Blut mit einer 1ml Spritze, die jeweils 100µl Citrat (Merck Phar-
ma GmbH, Darmstadt) enthielt, entnommen. Dabei wurde mit einer 25G Kanüle der 
linke Ventrikel direkt durch den vierten oder fünften Interkostalraum punktiert. Insge-
samt konnten so ca. 1ml Blut gewonnen werden. Das Blut wurde dann zentrifugiert 
(800g, 5 Minuten) und das plättchenreiche Plasma abpipettiert. Dieses wurde mit 
calciumfreien PBS gewaschen und erneut zentrifugiert (2000g, 5 Minuten). Anschlie-
ßend wurde der Überstand erneut abpipettiert und das Plättchen-Pellet mit 100µl cal-
ciumfreien PBS resuspendiert. Zur Darstellung der Thrombozyten/Leukozyten-Co-
Aggregate wurde die Suspension für 10 Minuten mit 25µl BCECF-AM und zur Ein-
zeldarstellung der Thrombozyten mit 50µl Rhodamin G6 (0,05%) inkubiert. In den 
entsprechenden Gruppen wurden die Thrombozyten mit 50µl Tirofiban (entspre-
chend 12,5µg) für 10 Minuten inkubiert. 
Anschließend wurden die Plättchen erneut gewaschen, mit 200µl calciumfreien PBS 
resuspendiert und mit einem Coulter ACT Counter (Coulter Corp., Miami, FL, USA) 
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gezählt. Dann wurde ein entsprechendes Volumen der Suspension, welches ca. 
2x108 Thrombozyten enthielt, wie unter Punkt 2.3.1 beschrieben, infundiert. 
Bei Mäusen liegt die physiologische Plättchenanzahl bei ca. 6x105 µl Vollblut. Bei ei-
nem Blutvolumen von ca. 0,75 ml/10g lag der Anteil markierter Thrombozyten an der 
Gesamtpopulation zirkulierender Thrombozyten damit bei ca. 15-20%135. 
 
2.2.3 Konzentrationsbestimmung des GPIIb/IIIa-Antagonisten 
Zur funktionellen Prüfung und zur Bestimmung der Konzentration des GPIIb/IIIa-
Antagonisten Tirofiban (Aggrastat©, MSD, Sharp & Dohme GmbH, Haar, Deutsch-
land), wurden Thrombozyten aus WT-Mäusen isoliert und  mit unterschiedlichen Tiro-
fiban-Konzentrationen inkubiert. Microtiter-wells, beschichtet mit Maus-Fibrinogen, 
wurden mit diesen Rhodamin-gefärbten Thrombozyten inkubiert. Nach 5 Minuten 
Zentrifugation wurden nicht-adhärente Plättchen entfernt und adhärente Plättchen 
mittels Fluoreszenzmikroskopie gezählt. Tirofiban wurde je nach Protokoll syste-
misch infundiert oder mit den Spender-Thrombozyten inkubiert. Bei der systemischen 
Infusion wurden 0,36µg/g Körpergewicht infundiert (vergleiche Punkt 3.1.3 und Abb. 
14). Die Präparation und Inkubation der Thrombozyten ist unter Punkt 2.2.2.1 im De-
tail beschrieben.  
 
2.2.4 Fluoreszenzmikroskopie 
Mit dieser Methode ist es möglich Adhäsion, Rekrutierung und Bildung von Co-
Aggregaten im epikardialen Myokard zu untersuchen. Zur Analyse der Leukozyten 
wurde Rhodamin G6 (50µl, 0,05%-ig) kurz vor Beginn der Reperfusion über den Ju-
gulariskatheter infundiert. Zur Co-Aggregat Darstellung wurden BCECF-AM gefärbte 
Thrombozyten zu Beginn der Reperfusion verabreicht. Um einzelne Thrombozyten 
darzustellen wurden in parallelen Experimenten Rhodamin G6 gefärbte Thrombozy-
ten injiziert. 
Es wurde ein modifiziertes Leitz-Orthoplan Mikroskop mit einer 100 Watt Quecksil-
berlampe, verbunden mit einem „Ploemo-Pack Illumionator“ (Leitz, Wetzlar, Deutsch-
land), verwendet. Mit einem 10-fach Objektiv (W10/0.6; Leitz, Wetzlar, Deutschland) 
wurden die Bilder auf einem Videoscreen vergrößert (PVM-1442 QM, diagonal 33 
cm; Sony, München, Deutschland). Zur Aufnahme wurde eine “charge-coupled devi-
ce” (CCD) Videokamera (FK 6990, Cohu, Prospective Measurements, San Diego, 
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CA, USA) verwendet und die Bilder zu einem Videorekorder-System transferiert (S-
VHS Panasonic AG 7330; Matsushita Electric, Tokio, Japan). 
Für die Darstellung der Rhodamin G6 markierten Zellen wurde ein N2 Filter Block 
(Excitation: 530 bis 560 nm; Emission, >580nm, Leitz) verwendet. Die Thrombozy-
ten/Leukozyten-Co-Aggregate wurden mittels I2,3 Filter Block (Excitation: 450 bis 
490nm; Emission >515 nm, Leitz) für die BCECF-AM markierten Thrombozyten dar-
gestellt. Nach Platzierung des Herzens unter dem Mikroskop wurden neun Gesichts-
felder im ischämischen Areal dargestellt und mit der angeschlossenen Kamera für je 
5-10 Sekunden aufgezeichnet. Durch Umschalten des Filterblocks während der 
Messung konnten Co-Aggregate detektiert werden. Die Auszählung erfolgte offline 
durch einen geblindeten Untersucher.  
Überlagerung Thrombozyten Aggregate (BCECF-AM) 
*
Abb. 6: Beispiel für Leukozyten-Thrombozyten-Co-Aggregatbildung. Links Rhodamin ge-
färbte Leukozyten, rechts BCECF-AM-gefärbte Thrombozyten. Im mittleren Bild die Überla-
gerung der beiden Bilder. Die Pfeile zeigen Thrombozytenaggregate, die an Leukozyten ad-
härieren. Der mit dem Sternchen markierte Pfeil zeigt Thrombozyten die nicht mit Leukozy-




Abb.: 5: Schematische Darstellung der Fluores-
zenzmikroskopie 
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2.2.5 Funktionsanalyse nach Ischämie und Reperfusion am isolier-
ten Herzen 
Zur genaueren Analyse der funktionellen Relevanz wurden bei einigen Gruppen die 
Herzen nach Ischämie und Reperfusion explantiert und ex vivo retrograd im Langen-
dorff-Modus perfundiert (s. u.). Gleichzeitig wurde ein Druckballon in den linken 
Ventrikel eingeführt und der entwickelte Druck sowie die globalen Parameter dP/dtmax 
und dP/dtmin analysiert.  
 
2.2.5.1 Präparation der isolierten Herzen 
Nach 15 Minuten Reperfusion wurde die Aorta freigelegt, zwischen dem Abgang des 
Truncus brachiocephalicus und Aorta aszendens eingeschnitten und eine modifizier-
te Kanüle in die Aorta eingeführt. Die Kanüle wurde mit einem vorgelegten  Faden (6-
0 Prolene, Ethicon, Johnson & Johnson Intl, St-Stevens-Woluwe, Belgien) fixiert, an-
schließend das Herz retrograd mit einer modifizierten Krebs-Henseleit-Lösung per-
fundiert (CaCl2 2,5mM, Kh2PO4 1,2mM, Pyruvat 2,0mM, KCl 3,8mM, MgCl2x6H2O 
1,2mM, NaHCO3, 15,5mM, Glukose 11,5mM, Mannitol 16mM, NaCl 121,5mM, EDTA 
0,05mM). Sodann wurde das Herz schnell exzidiert und in eine Working 
Heart/Langendorff Apparatur eingespannt.  
 
Abb. 7 (oben), Tabelle 3 (unten): Experimentelles Protokoll zur Untersuchung des Einflusses der 
Leukozytenadhäsion auf die postischämische linksventrikuläre Funktion mittels Langendorff-Modell. 
Nach 20 Minuten Ischämie und 15 Minuten Reperfusion wurden die Herzen explantiert gefolgt von 15 
Minuten Equilibrationsphase. Anschließend folgte die hämodynamische Messung. Zwei Gruppen er-
hielten zu Beginn der Reperfusion Tirofiban (0,36µg/g KG, vergleiche Punkt 3.1.3). 
 
 
Gruppe C  Tiere [n] 
Sham  8 
I/R WT  8 












  0’ 
Infusion von Tirofiban 
Minuten 
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I/R P-Sel -/-  8 
I/R ICAM-1/P-Sel -/-  8 
I/R WT + Tirofiban 8 
I/R ICAM-1/P-Sel-/- + Tirofiban 8 
 
2.2.5.2 Langendorff/Working-Heart 
Das Langendorff/Working-Heart ermöglicht es das Herz unter isolierten Bedingungen 
zu untersuchen. Dabei wird das Herz retrograd mit einer modifizierten Krebs-
Henseleit-Lösung perfundiert. Es können so z. B. Adhäsionsmechanismen aber auch 
Funktionsparameter untersucht werden. 
Das Perfusat wurde in einem Wasserbad auf 37°C erhitzt, mit Sauerstoff (2L/Minute 
pO2 >300mmHg) und Kohlendioxid (0,04%, pCO2 35-45mmHg) angereichert und 
konstant ein pH von 7,4 aufrechterhalten. Mit einer Peristaltik-Pumpe (Reglo analog 
MS-2/6-160, HSE, Harvard Apparatus GmbH, March-Hugstetten) wurde das Perfusat 
durch einen Mikrofilter (Millex GP-Filter 0,22µm, Millipore, Bedford,  MA, USA) zu ei-
ner Heizspirale und weiter durch eine Luftfalle geleitet. Anschließend wurde das Per-
fusat zur modifizierten Kanüle in die Aorta des isolierten Herzen geleitet mit einem 
konstanten Druck von 80mmHg infundiert. Zur Überwachung des Druckes wurde 
zwischen Luftfalle und Kanüle eine Druckmess-Einheit (Statham Transducer, BD 
GmbH) angeschlossen. Der Fluss konnte über die Pumpe geregelt und druckregu-
liert gesteuert werden. Das isolierte Herz wurde mit der Spitze in einem Wasserbad 
mit einer Temperatur von 37°C gelagert. Zur Funktionsmessung wurde ein Ballon 
über den linken Vorhof in den linken Ventrikel eingeführt. Dieser Ballon bestand aus 
einem 22G Venenverweilkatheter, an dessen Spitze ein mit Flüssigkeit gefüllter Bal-
lon montiert war, um den Übertragungsverlust möglichst gering zu halten. Dieser 
modifizierte Katheter wurde ebenfalls an eine Druckaufnahme-Einheit (Statham 
Transducer, BD GmbH) angeschlossen. Die Druckaufnahme-Einheiten wurden an 
einen Signalverstärker (DC Brigde Amplifier, Type 660, HSE) angeschlossen, von 
dem das Signal über einen BNC-Connectorblock (BNC Connector Block, HSE) und 
A/D-Wandler-Messkarte (DT301, Data Translation Inc., California, USA) auf einen 
Computer übertragen und aufgezeichnet werden konnte. Zur Darstellung und Analy-
se des Signals wurde das Programm DASYLAB (National Instruments Irland Re-
sources Limited, Irland) verwendet. Nach der Präparation folgte zunächst eine 15-
minütige Equilibrationsphase, anschließend wurden die oben genannten Parameter 
registriert und später offline und geblindet ausgewertet. 
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2.3 Chronisches Ischämie/Reperfusionsmodell 
Für den zweiten Teil der Arbeit wurde ein chronisches Ischämie/Reperfusionsmodell 
gewählt. Die Tiere wurden zunächst einer einstündigen Ischämie unterzogen. 
Je nach Gruppe wurden die Tiere prä- und postischämisch behandelt. Nach 14 Ta-
gen Reperfusion wurden funktionelle Parameter, wie unten beschrieben, analysiert. 
Anschließend die Herzen explantiert und weiter histologisch bearbeitet.  
 
Gruppe D  Tiere [n] 
Sham  8 
I/R WT  8 
I/R ICAM-1  -/-  8 
I/R WT + eEPCs  8 
I/R ICAM-1 -/- + eEPCs  8 
WT I/R + GM-CSF präischämisch   8 
WT I/R + GM-CSF postischämisch  8 
 
 
0d 1d 14d -7d 









Abb. 8: Schematische Darstellung des chronischen Ischämie/Reperfusionsmodells. Nach 60 
Minuten Ischämie folgte 14 Tage Reperfusion. Je nach Gruppe wurden DiI-gefärbte eEPCs 24h 
Stunden nach Ischämie, GM-CSF 7 Tage vor oder unmittelbar nach Ischämie appliziert. 
Tabelle 4: Versuchsgruppen des chronischen Ischämie/Reperfusionsmodells. WT-Tiere und ICAM-1-
defiziente Tiere wurden nach Ischämie und Reperfusion (I/R) untersucht. Zwei Gruppen wurden mit 
eEPCs behandelt. Zwei weitere Gruppen wurden entweder 7 Tage vor Ischämie oder direkt nach I-
schämie mit GM-CSF behandelt (s. Abb. 8). 
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2.3.1 Infarktinduzierung 
Das chronische Ischämie/Reperfusionsmodell unterscheidet sich in einigen Punkten 
von dem akuten Modell. Nach Eintritt der Narkose wurden die Tiere mit einem Faden 
an den Vorderzähnen auf einer Schräge fixiert. Dann wurde die Zunge leicht retrak-
tiert, die Stimmritze mit Hilfe einer Pinzette dargestellt und unter Sicht der Tubus 
(modifizierter Venenverweilkatheter 22G, Insyte-WTM, BD Gmbh) eingeführt. An-
schließend wurde die Maus auf dem Operationstisch platziert und die korrekte Lage 
des Tubus kontrolliert. Die Beatmung erfolgte durch Anschluss an die Beatmungs-
maschine nach dem unter Punkt 2.2.1 beschriebenen Schema. 
Die Instrumentierung erfolgte wie schon unter Punkt 2.4.1 beschrieben, allerdings 
wurde kein venöser Katheter gelegt. Nach 60-minütiger reversibler LAD-Okklusion 
wurde die Ligatur über dem Gefäß gelockert und entfernt und es folgte die Reperfu-
sionsphase. Sodann wurden die Rippen und Muskeln wieder adaptiert und mit zwei 
bis drei Einzelheftnähten (Polene, 6-0, Ethicon, J & J Int, USA) verschlossen. An-
schließend wurde die Haut mit Einzelheftnähten wieder adaptiert. Während des ge-
samten Versuchs wurde Sauerstoff zur Beatmungsluft zugegeben. Die Maus wurde 
sobald als möglich von der Beatmung genommen und bis zum vollständigen Erwa-
chen in eine Box mit 30%-igem Sauerstoff unter eine Wärmelampe gelegt, um ein 
Auskühlen zu vermeiden. Zur postoperativen Analgesie wurden nach Extubation 
0,01mg/kgKg Buprenophin (Temgesic, Essex Pharma, München, Deutschland) i.p. 
gespritzt. Die Analgesie wurde gegebenenfalls nach 12h bzw. nach 24h wiederholt. 
Zur Kontrolle wurden ”Sham-Operationen” durchgeführt. Sham-operierte Tiere wur-
den der gleichen chirurgischen Prozedur unterzogen, ohne jedoch die linke Koronar-
arterie zu umstechen und zu verschließen. Die Gesamtdauer der Operation betrug 
ungefähr 1,5h. Nach erfolgreicher Operation wurden die Tiere zwei Wochen lang un-
ter Standardbedingungen gehalten. Abschließend wurden die Herzfunktionen be-
stimmt, die Herzen entnommen und histologisch untersucht. 
 
2.3.2 Isolation embryonaler endothelialer Progenitorzellen 
Die eEPCs wurden uns von der Arbeitsgruppe von Antonis Hatzopoulos aus der GSF 
in München, Großhadern zur Verfügung gestellt74. Die Zellen werden am Tag 7,5 der 
Embryonalentwicklung aus den Vascular Bodies einer transgenen Maus isoliert und 
kultiviert. EEPCs zeichnen sich unter anderem dadurch aus, dass sie frühe endothe-
liale Marker wie z. B. Tie-2 und Thrombomodulin exprimieren, während nach Diffe-
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renzierung mit cAMP und Retinolsäure typische endotheliale Marker wie zum Bei-
spiel von-Willebrand-Faktor im FACS nachweisbar sind. In Zellkultur sind diese 
eEPCs ohne Veränderung des Phänotyps teilungsfähig.  
 
2.3.3 Applikation der eEPCs 
24 Stunden nach myokardialer Ischämie wurden den Tieren 250µl PBS mit 3x105 
eEPCS oder 250µl PBS ohne Zellen über die Schwanzvene injiziert. Dazu wurde ein 
spezieller Katheter aus einer abgebrochenen Injektionsnadel angefertigt (30½ G Mic-
rolanceTM, BD GmbH), die am stumpfen Ende auf einen PE-Schlauch (ID 0,28mm 
OD 0,62mm) aufgesetzt wurde. Am distalen Ende wurde eine 1ml Spritze mit einer 
27G Kanüle angeschlossen. Die Maus wurde fixiert und die Zellen bzw. das PBS 
langsam nach Punktion der lateralen Schwanzvene infundiert. 
 
2.3.4 Applikation von GM-CSF 
Die Tiere wurden, je nach Gruppen, entweder 7 Tage präoperativ oder 7 Tage post-
operativ mit GM-CSF behandelt (0,5µg/d, i.p.). Zur Kontrolle der Wirksamkeit wurde 
das Blut von behandelten und unbehandelten Tieren per FACS analysiert (n=3). GM-
CSF-Applikation führte zu einem 1,6-facher Anstieg der mononukleären Zellen sowie 
zu einem 1,4-fachen Anstieg der CD34-positiven Zellen innerhalb der mononukleä-
ren Zellpopulation. Insgesamt resultierte quantitativ ein 2,2-facher Anstieg der zirku-
lierenden Zellen114. 
 
Zell- Kolonien Primäre Zelllinie 
Embryo Tag 7.5 
(Hatzopoulos et al., Dev. 1998) 
Abb. 9: Isolation embryonaler endothelialer Progenitorzellen. Die 
Zellen werden am Tag 7,5 der Embryonalentwicklung aus den Vas-
cular Bodies einer transgenen Maus isoliert und kultiviert 
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2.3.5 Hämodynamische Messungen 
Zwei Wochen nach der myokardialen Ischämie wurden die Herzfunktionen durch in-
vasive Messungen bestimmt. Hierfür wurden die Tiere mit Pentobarbital intraperito-
neal (50 mg/kgKG, Trapanal, Byk Gulden, Konstanz) narkotisiert und anschließend 
wieder auf dem Operationstisch platziert. Die Körpertemperatur wurde dabei kon-
stant bei 37°C gehalten. Nach einem Hautschnitt rechts etwas lateral der Trachea 
wurde diese frei präpariert und nach Einschnitt ein abgeschnittener 20 G Venenver-
weilkatheter eingeführt, um die Atmung zu erleichtern. Danach wurde das Caro-
tisdreieck frei präpariert und die Arteria carotis communis freigelegt. Der Nervus va-
gus wurde vorsichtig separiert und das Gefäß mit einem 0-5er Faden unterminiert. 
Der Faden wurde distal auf Höhe der Carotisgabel ligiert und leichter Zug auf die Ar-
terie gelegt. Zwei weitere Fäden wurden um das Gefäß geführt und Knoten vorge-
legt. Mit dem caudalen Faden wurde das Gefäß proximal temporär abgebunden und 
im distalen Drittel mit einer Feinschere eingeschnitten. Mit Hilfe einer an der Spitze 
abgebogenen Kanüle wurde ein 1,4 french Millar Tip Pressure-Transducer (Millar In-
struments, Houston, Texas, USA) in das Gefäß eingeführt. Dieser wurde nun mit 
dem mittleren Faden gesichert, anschließend der proximale Verschluss gelöst und 
der Katheter weiter bis in den linken Ventrikel avanciert. Die richtige Lage konnte 
durch Überwachung der Druckkurven überprüft werden (siehe  Abb. 10). 
Der Messkatheter war über eine Transducer Control Unit (Model Tc-510, Millar In-
struments) an einen Signalverstärker (DC Brigde Amplifier, Type 660, HSE) ange-
Abb. 10: Beispiel für eine Messung mittels Millar Tip-Katheter. Abge-
bildet ist links eine typische Aortenkurve. Nach Passieren der Aorten-
klappe zeigt sich eine typische linksventrikuläre Druckkurve. 
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schlossen, von dem das Signal über einen BNC-Connectorblock (BNC Connector 
Block, HSE, ) und eine A/D-Wandler-Messkarte (DT301, Data Translation, Bietigheim 
Bissingen, Deutschland) auf Computer übertragen und aufgezeichnet werden konn-
te. Zur Darstellung und Analyse des Signals wurde das Programm DASYLAB (Natio-
nal Instruments Irland Resources Limited) verwendet. Aus der Druckkurve des linken 
Ventrikels wurden die Parameter des linksventrikulär entwickelten Druckes (LVDP) 
sowie dessen Anstiegsgeschwindigkeit (dP/dtmax, dP/dtmin) als globale Kontraktilitäts- 
und Relaxationsparameter des linksventrikulären Druckes analysiert. 
 
2.3.6 Histologie 
Nach Beendigung der Messung wurde die Maus getötet und das Herz sowie ggf. 
Lunge, Leber und Milz entnommen und in TissueTec (Sakure Fintek Europe, Zoe-
terwoude, NL) eingebettet. Anschließend wurden die Organe auf Trockeneis einge-
froren und bis zur weiteren Verarbeitung bei -80°C gelagert. Für die folgenden Ana-
lysen wurden sagitale Schnitte der Herzen angefertigt. 
 
2.3.6.1 Zellnachweis 
Zum Nachweis der Zellen wurden DiI-gefärbte eEPCs verwendet (Molecular Probes, 
Invitrogen, Karlsruhe). Behandelte Tiere wurden nach sieben Tagen geopfert und die 
Herzen histologisch mittels Fluoreszenzmikroskopie untersucht. Zur Darstellung der 
Gefäße wurde den Tieren fünf Minuten vor Organentnahme FITC-markiertes Proma-
tia Lectin (Sigma, Deisenhofen) injiziert. Nach histologischer Präparation wurden die 
Herzen mit einem Fluoreszenzmikroskop (CZ AG) untersucht. Als Lichtquelle diente 
eine 50Watt  Quecksilberlampe (HBO50), für die Darstellung der DiI-markierten Zel-
len wurde ein N2 Filter Block (Excitation: 530 bis 560 nm; Emission: >580nm) ver-
wendet. Das Lectin gefärbte Endothel wurde mittels I 2,3 Filter Block (Excitation: 450 
bis 490nm; Emission: >515 nm, (CZ AG) dargestellt. Die Bilder wurden mit einer Ka-
mera aufgezeichnet und digitalisiert (Axiocam MRc, CZ AG) sowie mit der dazugehö-
rigen Software gespeichert und analysiert (Axiovision V. 4.x CZ AG). 
 
2.3.7 Operationszubehör 
Für die tierexperimentellen Versuche wurde ein Leica OP-Mikroskop verwendet 
(M651, Leica Microsystems Wetzlar GmbH, Wetzlar, Germany). Die aufgeführten 
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Chemikalien wurden, soweit nicht anders vermerkt, über die Firmen Sigma (Sigma-




Die Daten wurden mit Microsoft Excel 2000 (Microsoft Corporation, Seattle, USA) 
und SPSS (SPSS 11.0.1., SPSS Inc., Chicago, USA) analysiert. Die Daten sind als 
Mittelwerte ± Standardabweichung (SEM) dargestellt. Im Falle eines statistisch signi-
fikanten Unterschiedes nach dem Anova-Test wurde ein Gruppenvergleich mittels 
Student-Newman-Keuls-Prozedur durchgeführt. Ein P-Wert < 0,05 wurde als statis-




3.1 Adhäsionsmechanismen im akuten Ischämie/Reperfusions-
modell 
Im ersten Teil dieser Arbeit wurden die Adhäsionsmechanismen zwischen Leukozy-
ten, Endothel und Thrombozyten in einem akuten murinen myokardialen Ischä-
mie/Reperfusionsmodell untersucht. Nach Okklusion der LAD für 20 Minuten folgten 
15 Minuten Reperfusion. Zu Beginn der Reperfusion wurden, je nach Protokoll, Leu-
kozyten mit Rhodamin G6-Infusion markiert und/oder gefärbte Thrombozyten infun-
diert (s. Punkt 2.2)  
 
3.1.1 Leukozytenrekrutierung und Co-Aggregatbildung 
Die quantitative Analyse der Daten zeigte, dass die 20-minütige Ischämie gefolgt von 
15 Minuten Reperfusion eine etwa 10-fache Erhöhung der Leukozytenrekrutierung 


























Abb. 11: Die Ischämie und Reperfusion am Herzen führt zu starkem Anstieg der Leukozytenrekrutie-
rung im postischämischen Myokard. Dieser Anstieg ist in P-Sel -/- Mäusen signifikant reduziert, eine 
kombinierte ICAM-1-Defizienz kann diese Reduktion noch verstärken. 
  #,$ 
n=6 pro Gruppe; *P<0,05 vs. Sham; #,P<0,05 vs. WT, $P<0,05 vs. P-Sel -/- 
   # 
  * 
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Bei den P-Selektin-defizienten Tieren zeigte sich eine signifikante Reduktion der 
postischämischen Leukozytenrekrutierung (38±5 pro Gesichtsfeld, Abb. 11). Die zu-
sätzliche Defizienz von ICAM-1 zeigte einen additiven Effekt auf die Reduktion der 
Leukozytenrekrutierung nach Ischämie und Reperfusion (23±4 pro Gesichtsfeld, Abb. 
11). Parallel dazu zeigte sich nach Ischämie und Reperfusion eine 9-fach erhöhte 
Co-Aggregatbildung im Vergleich zu den Sham-operierten Tieren (von 0.9±05 auf 
8,0±0,8 pro Gesichtsfeld, Abb. 12), die in P-Selektin-defizienten Herzen signifikant 
reduziert war (5,1±0,4 pro Gesichtsfeld, Abb. 12). Die zusätzliche Defizienz von 
ICAM-1 führte in der Tendenz zu einer weiteren Reduktion der Co-Aggregatbildung 







































Abb. 12: Die Co-Aggregatbildung ist nach I/R neunfach erhöht im Vergleich zu Sham-operierten Tie-
ren. P-Selektin-Defizienz verringert diesen Anstieg signifikant. In doppel-defizienten Tieren zeigte sich 
tendenziell eine weitere Abnahme der Rekrutierung. 
 
3.1.2 Plättchenrekrutierung nach Ischämie/Reperfusion 
Bei der Analyse der Thrombozytenrekrutierung zeigte sich eine andere Tendenz. 
Durch Ischämie und Reperfusion kam es zu einem 7-fachen Anstieg der Plättchen-
rekrutierung im Vergleich zu den Sham-operierten Tieren (von 10±3 auf 75±7 pro 
Gesichtsfeld (Abb. 13). Interessanterweise zeigte sich kein Unterschied in den ICAM-
1/P-Selektin-defizienten Tieren nach Ischämie und Reperfusion (76±5 pro Gesichts-
 * 
# n=6 pro Gruppe, *,P<0,05 vs. sham ; #,P<0,05 vs. WT, 
*, # 
   # 
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feld, Abb. 13). Aufgrund dieser Befunde wurde die Gruppe mit den P-Selektin-





























Abb. 13: Die Plättchenrekrutierung ist ebenfalls stark erhöht nach I/R im Vergleich zu sham-operierten 
Tieren. Interessanterweise zeigte sich kein Unterschied in den ICAM-1/P-Selektin-defizienten Tieren 
zu den WT-Tieren nach Ischämie und Reperfusion. 
 
3.1.3 Die Rolle der Thrombozyten auf die postischämische Leukozy-
tenadhäsion 
Die oben beschriebenen Versuche veranlassten uns, die Rolle der Thrombozyten 
genauer zu untersuchen. Dazu verwendeten wir Tirofiban, einen synthetischen Anta-
gonisten gegen das thrombozytäre Integrin GPIIb/IIIa. Tirofiban wurde entweder sys-
temisch vor Beginn der Reperfusion appliziert oder vor i. v. Injektion auf Spen-
derthrombozyten inkubiert. 
n=6 pro Gruppe, * P<0,05 vs. sham 
   * 
 * 
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Abb. 14: Die Thrombozytenadhäsion nimmt mit zunehmender Tirofibankonzentration ab. Ab einer 
Konzentration von 5µg/ml zeigte sich eine fast vollständige Hemmung der Adhäsion. Die 5-fache Stei-
gerung zeigte keine zusätzliche Hemmung, daher wurden die weiteren Versuche mit einer Konzentra-
tion von 5µg/ml durchgeführt. 
 
Die funktionelle Bestimmung der Konzentration des GPIIb/IIIa-Antagonisten zeigte 
eine fast vollständige Hemmung der Plättchenadhäsion bei einer Konzentration von 
5µg/ml. (Abb. 14: Unbehandelt: 35,5±3/Gesichtsfeld (GF), 2,5µg/ml: 22,5±2,4/GF, 
5µg/ml: 8,3±1,1/GF). Die Erhöhung der Konzentration auf die 5-fache Dosis zeigte 
keine zusätzliche Hemmung der Adhäsion (25µg/ml: 6,8±1,9/GF), daher wurden die 
weiteren Versuche mit einer Konzentration von 5µg/ml durchgeführt. Ausgehend von 
einem intravasalen Volumen von 0,75ml/10g Körpergewicht, wurde Tirofiban in einer 
Dosis von 0,36 µg/g Körpergewicht verwendet. 
 
3.1.3.1 Leukozytenrekrutierung und Co-Aggregatbildung nach 
GPIIb/IIIa-Co-Applikation 
Die Injektion von Tirofiban blockierte die Interaktion zwischen Thrombozyten und 
Leukozyten nach Ischämie und Reperfusion (Abb. 15, Abb. 16). Es zeigte sich, dass 
die Leukozytenrekrutierung nach Ischämie und Reperfusion durch die Applikation 
von Tirofiban in den Wildtyptieren signifikant reduziert werden konnte (von 55±5 auf 
#,§ #,§ 
 # 
n=3, #, P<0,05 vs. unbehandelten Kontrollen; §, P< 0,05 vs. 2.5 /ml behandelter Gruppe 
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31±3 pro Gesichtsfeld, Abb. 15). Dieser Effekt war vergleichbar mit dem der ICAM-
1/P-Selektin-Doppeldefizienz (25±4 pro Gesichtsfeld, Abb. 15). Die Applikation von 
Tirofiban in die ICAM-1/P-Selektin-defizienten Herzen brachte keinen zusätzlichen 
Effekt, die Leukozytenrekrutierung war hier nahezu unverändert (26±3 pro Gesichts-
feld, Abb. 15). 




























Abb. 15: Die Zugabe von Tirofiban zu Beginn der Reperfusion, hemmt die Leukozytenrekrutierung 
signifikant, vergleichbar mit der reduzierten Rekrutierung in ICAM-1/P-Selektin-defizenten Tieren. Die 
Kombination von Tirofiban und Doppeldefizienz zeigt keine additive Wirkung. 
 
Die Bildung von Leukozyten/Thrombozyten-Co-Aggregaten konnte durch die Injekti-
on von Tirofiban nahezu blockiert werden: Durch die Gabe von Tirofiban in Wildtyp-
tiere kam es zu einer signifikanten Reduktion der Co-Aggregatbildung (von 8,0±0,8 
auf 2,2±0,4 pro Gesichtsfeld, Abb. 16). Die Co-Aggregatbildung wurde auch in ICAM-
1/P-Selektin-defizienten Tieren, die bereits eine verringerte Co-Aggregatbildung auf-
wiesen, gesenkt (von 3,7±0,7 auf 1,4±0,4 pro Gesichtsfeld, Abb. 16). Die Wirkung 
von Tirofiban auf die Co-Aggregate war in Wildtyp-Tieren und ICAM-1/P-Selektin-
defizienten Tieren nicht signifikant verändert. 
  * 
 *   * 
n=6 pro Gruppe,  *P  0.05 vs WT 
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Leukozyten/Thrombozyten Co-Aggregate nach I/R 














































Abb. 16: Nach Gabe von Tirofiban zu Beginn der Reperfusion wurde die Co-Aggregatbildung analy-
siert. Die Reduktion der Co-Aggregat Bildung in ICAM-1/Pel -/- Tieren kann durch Tirofibangabe in 
WT-Tieren und ICAM-1/Pel -/- Tieren signifikant gesteigert werden. 
 
3.1.3.2 Thrombozytenrekrutierung unter Tirofiban 
Die Thrombozytenrekrutierung zeigte nach Tirofibangabe ein anderes Bild. Während 
die ICAM-1/P-Selektin-Defizienz keinen Effekt auf die Thrombozytenadhäsion hatte, 
konnte die Applikation von Tirofiban vor Beginn der Reperfusion die Adhäsion fast 
vollständig blockieren (WT: 75±9, ICAM-1/P-SEL -/-: 67±3, WT + Tirofiban: 14±3, I-
CAM-1/P-SEL -/- + Tirofiban: 18±2, Abb. 17).  
Durch die Blockade des ß3-Integrins GPIIb/IIIa, das hauptsächlich für die Plättchen-
adhäsion in koronarem Endothel verantwortlich ist (über endotheliales  
ICAM-121, den Vitronectin-Rezeptor αVß364 und über den vWF-Rezeptor GPIb21), 
hatte eine deutliche Reduktion der Thrombozytenrekrutierung zur Folge.  
Diese Befunde zeigten, dass in unserem Modell der akuten myokardialen Ischämie 
und Reperfusion endotheliales ICAM-1 und P-Selektin in der Leukozytenrekrutierung 
und Co-Aggregatbildung, nicht jedoch in der Thrombozytenadhäsion involviert sind. 
  * 
# 
 * 
n=6 pro Gruppe, *,P<0,05 vs. WT; #, P<0,05 vs. allen anderen Gruppen 
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Abb. 17: Unter Zugabe von Tirofiban kann Plättchenrekrutierung in WT-Tieren und in ICAM-1/P-
Selektin-/-Tieren gleichermaßen reduziert werden. 
 
3.1.4 Beitrag der Leukozyten und Thrombozyten zum postischämi-
schen Reperfusionsschaden 
Die Unterschiede der Leukozytenrekrutierung und Co-Aggregatbildung gaben Hin-
weise auf mögliche funktionelle Veränderungen durch den postischämischen Reper-
fusionsschaden. Zur Beurteilung der Herzfunktion im Modell der akuten Ischämie und 
Reperfusion wurden die Herzen nach der Reperfusion explantiert und wie unter 
Punkt 2.2.5 beschrieben funktionell analysiert. Anschließend wurde der linksventriku-
lär entwickelte Druck sowie die globalen Funktionsparameter dP/dtmax für die Kon-
traktilität bzw. dP/dtmin für die Relaxationsfähigkeit analysiert. 
 
3.1.4.1 Postischämische linksventrikuläre Funktion nach Ischämie 
und Reperfusion 
Es zeigte sich, dass Ischämie und Reperfusion zu einer deutlichen Verschlechterung 
der systolischen Funktionsparameter führen. Sowohl der linksventrikulär entwickelte 
Druck (LVDP) als auch die globalen Funktionsparameter dP/dtmax und dP/dtmin zeigen 
 *   * 
n=6 pro Gruppe, * P<0,05 vs. WT 
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einen signifikanten Funktionsverlust (Sham vs. WT-I/R: LVDP  von 110±11mmHg auf 
48±6mmHf; dP/dtmax von 3280±459 mmHg/s auf 1543±321 mmHg/s und dP/dtmin von 
-2520±546 auf  -1213±176 mmHg/s, Tabelle 5).  
Während es in den P-Selektin-defizienten Herzen nur tendenziell zu einer Funktions-
verbesserung kam, konnte bei ICAM-1/P-Selektin-defizienten Herzen eine deutliche 
Funktionsverbesserung beobachtet werden. Im Vergleich zu den Wildtyp-Herzen 
zeigte sich hier eine Verbesserung der linksventrikulär entwickelten Druckes (LVDP) 
um 31% (LVDP: 79±6mmHg, Tabelle 5). 
 
 Systolische Funktion (LVDP, dP/dtmax) und diastoli-
sche Funktion (dP/dtmin) nach Ischämie und Reperfusion 







Sham 108 ± 10 3280 ± 459 -2520 ± 546 
I/R WT 48 ± 4 * 1543 ± 321 * -1213 ± 176 * 
I/R P-Sel -/- 58 ± 7 * 2480 ± 403 -1780 ± 336 
I/R Icam-1/P-Sel -/- 78 ± 6 *,#,$ 2950 ± 409 # -2350 ± 396 # 
I/R WT + Tirofiban 60 ± 3 *,# 2750 ± 250 # -2183 ± 125 # 
I/R Icam-1/P-Sel -/-
+ Tirofiban 81 ± 4 
*,#,$
 3050 ± 177 # -2783 ± 317 # 
*
 P < 0,05 versus Sham; # P < 0,05 versus I/R WT, $ P < 0,05 vs. WT + Tirofiban, n=8 
 
Tabelle 5: Die akute Ischämie und Reperfusion führte zu einem deutlichen postischämischen Funkti-
onsverlust in WT-Tieren. Dieser funktionelle Schaden war in P-Selektin-defizienten Tieren moderat, in 
doppeldefizienten Tieren signifikant reduziert. Nach Zugabe von Tirofiban in WT-Tiere, zeigte sich v. 
a. in den globalen Parametern dP/dtmax und dP/dtmin eine signifikante Verbesserung der LV-Funktion. 
In ICAM-1/P-Sel-defizienten Tieren zeigte sich keine zusätzliche funktionelle Verbesserung durch die 
Zugabe von Tirofiban im Vergleich zu den unbehandelten doppeldefizienten Tieren. 
 
Auch die Funktionsparameter dP/dtmax und dP/dtmin zeigten eine signifikante Verbes-
serung der postischämischen Funktion im Vergleich zu den Wildtyp-Herzen (dP/dtmax: 
2950±409mmHg/s; dP/dtmin: -2350±396mmHg/s, Tabelle 5). Die Gabe von Tirofiban 
vor Beginn der Reperfusion führte bei den Wildtyp-Herzen zu einer moderaten, aber 
signifikanten, Verbesserung des entwickelten linksventrikulären Druckes (LVDP: 
60±3mmHg, Tabelle 5). Eine deutlichere Verbesserung konnte in den globalen Funk-
tionsparametern dP/dtmax und dP/dtmin beobachtet werden (dP/dtmax: 
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2750±250mmHg/s, dP/dtmin: -2183±125mmHg/s, Tabelle 5). Die Kombination von 
ICAM-1/P-Selektin-Defizienz und Tirofiban-Infusion führte zu keinen additiven Effekt 
zu der Verbesserung des postischämischen Schadens im Vergleich zu der Gruppe 
der unbehandelten I/R-ICAM-1/P-Selektin-defizienten Gruppe (Tabelle 5). 
Diese Ergebnisse bestätigten unsere Hypothese, dass die Leukozytenrekrutierung 
den postischämischen myokardialen Funktionsverlust beeinflusst und die Adhäsi-
onsmoleküle ICAM-1 und P-Selektin im Rekrutierungsprozess eine essenzielle Rolle 
spielen. Die Unterschiede in den Rekrutierungsmechanismen von Leukozyten und 
Thrombozyten veranlassten uns zur genaueren Untersuchung der Rekrutierung von 
Blutplättchen, im Speziellen des Plättchen-Selektins (P-Selektin). 
 
3.1.5 Thrombozytäres P-Selektin vermittelt postischämische Leuko-
zytenrekrutierung 
Um den Beitrag des P-Selektins an der postischämischen Leukozytenrekrutierung 
weiter zu untersuchen, infundierten wir Rhodamin G6-gefärbte Thrombozyten von 
Wildtyp-, P-Selektin-, oder ICAM-1/P-Selektin-defizienten Spendern in Herzen von 
ICAM-1/P-Selektin-defizienten Empfängermäusen. In den Empfängertieren war 
durch die Doppeldefizienz die direkte Interaktion von Leukozyten und Endothel durch 
die Defizienz des endothelialen P-Selektins und des endothelialen ICAM-1s stark 
vermindert (Abb. 15, Abb. 19). Nach Reperfusion wurden die ex vivo markierten 
Thrombozyten analysiert.  
 
3.1.5.1 Postischämische Plättchenrekrutierung unter ICAM-1/P-
Selektin-Defizienz 
Nach Infusion der heterologen Plättchen in ICAM-1/P-Selektin-defiziente Herzen 
zeigte sich kein Unterschied in der Thrombozytenadhäsion zwischen der Wildtyp-, P-
Selektin -/-, und der ICAM-1/P-Selektin (-/-)-Gruppe. Die Blockade von GPIIb/IIIa 
durch Inkubation von WT-Plättchen mit Tirofiban vor Applikation konnte die Adhäsion 
jedoch signifikant reduzieren (ICAM-1/P-SEL -/-: 75±9, P-Selektin -/-: 74±14, WT: 










































Abb. 18: Heterologe Thrombozyten wurden in ICAM-1/P-Selektin-defiziente Tiere infundiert. Die Plätt-
chenrekrutierung war weder durch P-Selektin- noch durch ICAM-1-Defizienz beeinflusst. Die Blockade 
von GPIIb/IIIa durch Inkubation von WT-Plättchen mit Tirofiban ex vivo führte jedoch zu einer signifi-
kanten Reduktion der Rekrutierung. 
 
3.1.5.2 Leukozytenrekrutierung in ICAM-1/P-Selektin-defizienten 
Herzen 
Die Analyse der Leukozytenrekrutierung nach heterologer Plättcheninfusion zeigte 
einen interessanten Befund. Während nach Infusion von P-Selektin- bzw. ICAM-1/P-
Selektin-defizienten Thrombozyten keine Zunahme der Leukozytenrekrutierung beo-
bachtet werden konnte (im Vergleich zu ICAM-1/P-Selektin-Herzen in die keine 
Thrombozyten infundiert wurden; Abb. 11), erhöhte die Infusion von Wildtyp-
Plättchen in die doppeldefizienten Herzen die postischämische Leukozytenrekrutie-
rung signifikant. Durch die Inkubation der Wildtyp-Plättchen mit Tirofiban, konnte 
nicht nur die Plättchenadhäsion reduziert werden (Abb. 18), sondern auch die oben 
beschriebene Erhöhung der Leukozytenrekrutierung verhindert werden (ICAM-1/P-
Selektin -/-: 23±4, P-Selektin -/-: 26±2,5, WT: 53±4,5, WT + Tirofiban: 27±5 pro Ge-
sichtsfeld, Abb. 19). 
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Abb. 19: Die Leukozytenrekrutierung ist in ICAM-1/P-Sel-defizienten Herzen vermindert. Während die 
Infusion von ICAM-1/P-Sel- bzw. von P-Selektin-defizienten Thrombozyten keinen Effekt auf die Leu-
kozytenrekrutierung zeigte, verdoppelte die Infusion von WT-Plättchen die Leukozytenrekrutierung in 
den ICAM-1/P-Selektin-defizienten Herzen. Dieser Effekt wurde durch Tirofibangabe blockiert. 
 
Aufgrund dieser Beobachtungen kamen wir zu dem Schluss, dass P-Selektin-
exprimierende Thrombozyten, die im postischämischen Myokard adhärierten, die re-
duzierte Leukozytenrekrutierung in ICAM-1/P-Selektin-defizienten Herzen kompen-
sieren konnten. Die Ergebnisse legen nahe das thrombozytäres P-Selektin für diese 
Kompensation eine entscheidende Rolle spielt. So ist zu vermuten, dass Leukozyten 
in ICAM-1/P-Sel-defizienten Herzen über den P-Selektin-Liganden an adhärente P-
Selektin-exprimierende Thrombozyten binden, und dies zu einer Zunahme der posti-
schämischen Leukozytenrekrutierung führt. 
 
3.1.6 Leukozytenadhäsion korreliert mit dem Ausmaß des posti-
schämischen Funktionsverlustes 
Der Einfluss der Leukozyten- oder Thrombozytenrekrutierung auf die postischämi-
sche myokardiale Funktion wurde durch die Korrelation zwischen Leukozyten- oder 
Thrombozytenrekrutierung und dem linksventrikulär entwickelten Druck erfasst. Ab-
  * 
n=6 pro Gruppe, *,P<0,05 vs. alle anderen Gruppen 
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bildung 20 zeigt eine hohe Korrelation zwischen Leukozytenrekrutierung und vermin-
derter linksventrikulärer Funktion (r=0,93, P=0,01, Abb. 20). 
Korrelation von postischämischer 




















Abb. 20: Zwischen linksventrikulär entwickeltem Druck und Leukozytenrekrutierung zeigte sich eine 
hohe Korrelation (r=0,93; P=0,01). 
 
3.1.7 Plättchenadhäsion ist unabhängig vom postischämischen Re-
perfusionsschaden 
Im Gegensatz dazu konnten wir keine signifikante Korrelation zwischen Plättchenrek-
rutierung und linksventrikulärer Funktion feststellen (r=0,3, P=0,13, Abb. 21). Aus 
diesen Ergebnissen folgerten wir, dass einerseits die leukozytäre Rekrutierung für 
den frühen postischämischen Funktionsverlust ausschlaggebend ist. Andererseits 
scheinen Thrombozyten nicht durch Adhäsion am postischämischen Schaden betei-
ligt zu sein, jedoch könnten sie durch Modulation der Leukozytenrekrutierung zur 
postischämischen myokardialen Dysfunktion beitragen. 
 
Sham 
 I/R ICAM-1/P-Sel -/- 
 I/R WT + Tirofiban 
 I/R + P-Sel -/- 
I/R WT 
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Korrelation von postischämischer 




















Abb. 21: Zwischen LVDP und Thrombozytenrekrutierung konnte keine Korrelation nachgewiesen wer-
den (r=0,3; P=0,13). 
 
Sham 
I/R WT + Tirofban 




3.2 Zelluläre Therapien der myokardialen I/R im chronischen 
Modell 
Adhäsionsmoleküle wie ICAM-1 und P-Selektin sind neben der Rekrutierung poten-
tiell schädigender Leukozyten auch an der Adhäsion potentiell kardioprotektiver Zel-
len beteiligt. 
Der Rolle der Adhäsionsmoleküle für kardioprotektive Zellen haben wir uns durch die  
Untersuchung von Adhäsion und Myokardfunktion nach Applikation klonaler embryo-
naler EPCs (eEPCs) (s. Punkt 2.3.2) angenähert. Die Bedeutung von ICAM-1 und P-
Selektin für endogene EPCs wurde hierbei durch Knochenmarksmobilisation mittels 
GM-CSF untersucht.  
Als Modell wurde ein chronisches myokardiales Ischämie/Reperfusionsmodell ge-
wählt, in dem nach Okklusion der LAD für 60 Minuten eine Reperfusion von 14 Ta-
gen folgte. Nach 14 Tagen wurden die hämodynamischen und histologischen Analy-
sen der Herzen durchgeführt (s. Punkt 2.3). 
 
3.2.1 Postischämische Applikation embryonaler EPCs und ICAM-1-
Defizienz reduzieren den postischämischen Reperfusions- 
schaden 
Nach einstündiger LAD-Okklusion folgte eine 14-tägige Reperfusion.  Im Vergleich zu 
den Sham-operierten Tieren zeigte sich in den unbehandelten WT-Kontrollen (WT) 
ein deutlicher postischämischer Funktionsverlust sowohl im entwickelten linksventri-
kulären Druck (Sham: LVDP: 115±8mmHg, WT: LVDP: 81±5mmHg, Abb. 22) als 
auch in den globalen systolischen und diastolischen Parametern dP/dtmax und 
dP/dtmin (Sham: 8546±491 mmHg/s, WT: 5991±395mmHg, Abb. 23, Sham: -
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Abb. 22: Nach einer Stunde Ischämie gefolgt von 14 Tagen Reperfusion kommt es zu einer signifi-
kanten Reduktion des postischämischen linksventrikulär entwickelten Druckes. ICAM-1-Defizienz re-
duziert diesen postischämischen Funktionsverlust in ähnlicher Weise wie die Applikation von eEPCs. 
Die Kombination von ICAM-1 und eEPC-Behandlung zeigt einen zusätzlichen protektiven Effekt. 
 
In ICAM-1-defizienten Tieren war dieser signifikante postischämische Funktionsver-
lust deutlich reduziert (ICAM-1 -/-: LVDP: 91±5mmHg, Abb. 22). Die globalen systoli-
schen und diastolischen Parameter dP/dtmax und dP/dtmin bestätigen diesen Befund 
(ICAM-1 -/-: 7204±501mmHg/s Abb. 23, -6926±394mmHg/s Abb. 24). Ein vergleich-
bar protektiver Effekt zeigte sich sowohl durch die Infusion von 3x106 eEPCs 24 
Stunden nach Ischämie sowohl im LVDP (WT+eEPCs: 95±4mmHg, Abb. 22) als 
auch in den globalen Funktionsparametern dP/dtmax und dP/dtmin (WT+eEPCs: 
7404±256 mmHg/s, Abb. 23; -6283±244, Abb. 24). Interessanterweise fand sich in 
der Kombination von ICAM-1-Defizienz und eEPC-Behandlung ein positiver additiver 
Effekt v. a. auf den entwickelten LV-Druck, (LVDP: ICAM-1 + eEPCs: 105±6mmHg, 
Abb. 22), allerdings nicht auf dP/dtmax.  
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Abb. 23 (oben) und Abb. 24 (unten): Die Analyse der globalen Funktionsparameter dP/dtmax (Abb. 
23) und dP/dtmin (Abb. 24) zeigte eine Reduktion des postischämischen Reperfusionsschadens durch 


























3.2.2 Präischämische Behandlung mit GM-CSF wirkt kardioprotek-
tiv. 
In der Gruppe der präischämisch mit GM-CSF behandelten Tiere zeigte sich eben-
falls ein reduzierter postischämischer Funktionsverlust im Vergleich zu den unbe-
handelten Wildtyp-Tieren (GM-CSF prä: LVDP: 93±4 mmHg, Abb. 26, dP/dtmax: 
n=8 pro Gruppe, *,P<0,05 vs. Sham 
  * 
 * 
n=8 pro Gruppe, *,P<0,05 vs. Sham 
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7240±780mmHg/s und dP/dtmin: -7255±356mmHg/s). Der benefizielle Effekt war ver-
gleichbar mit der eEPC-Behandlung der WT-Tiere (Abb. 22). Die beschriebenen Ef-
fekte konnten in der Analyse des entwickelten Druckes und noch stärker ausgeprägt 
bei der  Auswertung der globalen Funktionsparameter dP/dtmax (Abb. 26) und dP/dtmin 
(Abb. 27) beobachtet werden (GM-CSF prä dP/dtmax: 8159mmHg/s und dP/dtmin: -




















Abb. 25: Die präischämische und postischämische Applikation von GM-CSF wurde verglichen mit der 
EPC-Applikation. Während die präischämische Applikation von GM-CSF einen vergleichbaren protek-
tiven Effekt wie die postischämische Infusion von eEPCs zeigte, zeigte die postischämische Applikati-
on von GM-CSF keine Verbesserung des LVDP postischämisch. 
 
Die postischämische Behandlung mit GM-CSF hingegen zeigte keine Verbesserung 
der Herzfunktion nach 14 Tagen, sondern eine tendenzielle Verschlechterung, die 
jedoch nicht signifikant war (GM-CSF post: LVDP: 65±5 mmHg, dP/dtmax: 
5700mmHg/s und dP/dtmin: -4899mmHg/s, Abb. 25, Abb. 26, Abb. 27). 
n=8 pro Gruppe, *,P<0,05 vs. WT und GM-CSF post 




























Abb. 26 (oben) und 27 (unten): In den globalen Parametern dP/dtmax (Abb. 26) und dP/dtmin (Abb. 
27) bestätigt sich der Befund der Messungen des entwickelten Druckes aus Abb. 25. Die präischämi-
sche Applikation von GM-CSF zeigt einen vergleichbaren protektiven Effekt wie die postischämische 
Infusion von eEPC, während die postischämische Applikation von GM-CSF vergleichbar war mit den 



























Zum Nachweis der eEPCs im Infarktgebiet wurden, wie unter Punkt 2.3.6.1 be-
schrieben, DiI-markierte eEPCs 24 Stunden nach Ischämie infundiert und die Herzen 
nach sieben Tagen analysiert. Insgesamt stellte es sich als schwierig dar, die eEPCs 
 * 
 * 
  * 
n=8 pro Gruppe, *,P<0,05 vs. WT und GM-CSF post 
n=8 pro Gruppe, *,P<0,05 vs. WT und GM-CSF post 
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nachzuweisen. Grund hierfür könnte die hohe Autofluoreszenz des Myokards sein. 
Abbildung 28 zeigt im mittleren Bild fluoreszenz-markierte eEPCs in Assoziation mit 
vaskulären Strukturen im ischämischen Herzen. Das im linken Bild dargestellte En-
dothel wurde durch Injektion von FITC-konjugiertem Helix pomatia Lectin gefärbt. Die 
Überlagerung der beiden Fluoreszenzbilder  zeigt die Einbindung der eEPCs (oran-
ge) in die Gefäßstrukturen (rechtes Bild, gelbe Pfeile; Balken = 50 µm). 
 
Abb. 28 DiI-gefärbte eEPCs im postischämischen Myokard. Die Überlagerung der beiden Fluores-
zenzbilder  zeigt die Einbindung der eEPCs (orange) in die Gefäßstrukturen (rechtes Bild, gelbe Pfei-





4.1 Myokardiale Ischämie und Reperfusion am akuten und 
chronischen Mausmodell 
Der endothelabhängige Ischämie/Reperfusionsschaden beruht auf Interaktion zwi-
schen Endothel und Blutzellen. Das akute Tiermodell erlaubt es, unterschiedliche 
zelluläre Komponenten mittels Fluoreszenzfarbstoffen selektiv anzufärben und so die 
Adhäsionsmechanismen unter Berücksichtigung der makrohämodynamischen Para-
meter zu analysieren. 
Die Methodik der fluoreszenzmikroskopischen Analyse der postischämischen Adhä-
sionsmechanismen ist für den Kleintierorganismus (Maus, Ratte, Hamster) aufgrund 
der Organgröße sehr gut geeignet. Wir entschieden uns für ein murines Modell, da 
sich über die Verwendung von gentechnisch veränderten Tierstämmen einzelne 
Komponenten auf ihre biologische Signifikanz für die Relevanz und Ausprägung des 
myokardialen I/R-Schadens untersuchen lassen. Weiterhin ist diese Spezies zum ei-
nen immunologisch sehr gut charakterisiert und zum anderen das Modell der myo-
kardialen Ischämie in vivo und am isolierten Organ in der Literatur ausführlich be-
schrieben39, 143, 144, 196, 199.  
Für die Analyse der Adhäsionsmechanismen wurde ein in vivo Modell gewählt, da 
hier die Komplexität der Adhäsionsmechanismen besser zu beurteilen ist als im iso-
lierten Organ. Das Präparat im isolierten Organ wird mit Krebs-Henseleit-Lösung per-
fundiert. Vorteilhaft ist die Möglichkeit, die Adhäsion einer definierten Anzahl von Zel-
len einer Zelllinie zu untersuchen. Weiterhin können durch Einführung eines flüssig-
keitsgefüllten Ballons in den linken Ventrikel die funktionalen Daten erhoben werden. 
Nachteilig ist jedoch, dass wichtige Faktoren wie z. B. Gerinnungsfaktoren und in-
flammatorische Signale, die im zirkulierenden Blut vorhanden sind, nicht berücksich-
tigt werden. Zudem ist eine invasive Präparation Ursache für eine gewisse Variabili-
tät und ergibt einen weiteren, nicht zu unterschätzenden Störfaktor. Während der 
Präparation kommt es bei der Explantation zu einer kurzen Ischämie (2-4 Minuten) 
und damit zu einer zumindest kurzzeitigen Präkonditionierung, die die Ergebnisse 
ebenfalls beeinflussen kann. Beide Modelle, sowohl das akute in vivo Modell mit an-
schließender Fluoreszenzmikroskopie als auch das isolierte Organ, können über 
chronische Veränderungen keine Aussagen treffen. 
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Aus diesen Überlegungen heraus entschieden wir uns, ein chronisches Modell der 
myokardialen Ischämie und Reperfusion zu etablieren. Hierdurch können hämody-
namische Messungen zeitlich versetzt zur Ischämie mittels Miniaturkatheter durchge-
führt werden. Dieses Vorgehen ermöglicht es, funktionelle Daten Tage oder Wochen 
nach der Ischämie zu erheben und langfristige funktionelle und histologische Verän-
derungen zu analysieren.  
 
4.1.1 Fluoreszenzmikroskopie am Herzen 
Die fluoreszenzmikroskopischen Untersuchungen wurden ex vivo im Anschluss an 
die in vivo Experimente durchgeführt. Da die Herzfrequenz in vivo in Bereichen zwi-
schen 350 und 500 Schlägen pro Minute liegt, ist es in diesem Modell bisher nicht 
möglich, in vivo Messungen durchzuführen. Die Tatsache, dass aufgrund der Herz-
kontraktion im Mausmodell keine in vivo Analyse durchgeführt werden kann, muss 
als systemimmanenter Nachteil akzeptiert werden. Eine intravitalmikroskopische  
Analyse des schlagenden Herzens ist bisher nur am Großtiermodell beschrieben, bei 
dem die Optik auf das schlagende Herzen befestigt wird181. Da in diesem Modell 
gentechnisch veränderte Tiere nicht verfügbar sind, erschien für unsere Fragestel-
lungen das oben beschriebene Modell als am besten geeignet. 
 
4.1.2 Einfluss der chirurgische Präparation 
Die mikrochirurgische Präparation, v. a. am Kleintiermodell, stellt immer einen Stör-
faktor dar. Auch wenn in allen Untersuchungen konsequent auf minimale Traumati-
sierung, geringen Blutverlust und zügige Präparation geachtet wurde, können Störef-
fekte durch die Narkose, das Operationstrauma, die Thorakotomie, durch einen ge-
ringen unvermeidbaren Blutverlust und durch die künstliche Beatmung nicht ausge-
schlossen werden. Um den Einfluss der Präparation zu erfassen, wurden Sham-
Kontrollgruppen analysiert. Ein Alternative bestünde in der Methode von Mark Ent-
man (Anschlingen der LAD und elektive Okklusion ohne Öffnung des Thorax zu ei-
nem späteren Zeitpunkt)33. 
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4.2 Leukozyten/Thrombozyten-Interaktion am Modell akuter 
myokardialer Ischämie und Reperfusion 
Die Interaktion zwischen Endothel, Leukozyten und Thrombozyten und deren Ein-
fluss auf den frühen Reperfusionsschaden wurde in vivo an Wildtyp-, P-Selektin- und 
ICAM-1/P-Selektin-defizienten Tieren untersucht. Für die postischämische Leukozy-
tenrekrutierung sind P-Selektin und ICAM-1 essenzielle Adhäsionsmoleküle. In Ab-
wesenheit von P-Selektin war die Verminderung der Leukozytenadhäsion und des 
postischämischen linksventrikulären Funktionsverlustes moderat. Dieser Effekt wur-
de durch die zusätzliche Abwesenheit von ICAM-1 verstärkt (Abb. 11,Tabelle 5). Be-
kanntermaßen beeinflusst die Funktion von P-Selektin und ICAM-1 die Leukozyten-
rekrutierung maßgeblich27. Wir konnten in dieser Arbeit erstmals zeigen, dass im 
Rahmen von Ischämie und Reperfusion in  Abwesenheit  der endothe l ia len 
Adhäsionsmolekü len ICAM-1 und P-Selekt in  Thrombozyten eine wichtige 
Rolle für die Rekrutierung von Leukozyten spielen und so den postischämischen 
Funktionsverlust beeinflussen könnten. Dieser molekulare Mechanismus der Interak-
tion von Endothel, Thrombozyten und Leukozyten konnte weiter charakterisiert wer-
den. 
Die Inhibition der Plättchenadhäsion mittels GPIIb/IIIa-Inhibitor Tirofiban in wirksamer 
Hemmkonzentration (Abb. 14) reduzierte die Leukozytenadhäsion und die links-
ventrikuläre Dysfunktion (Abb. 15, Tabelle 5). Während in ICAM-1/P-Selektin-
defizienten Herzen die direkte Rekrutierung von Leukozyten stark eingeschränkt war, 
konnte diese durch die Infusion von Wildtyp-Plättchen nahezu vollständig wiederher-
gestellt werden. Die Inhibition der Plättchenadhäsion durch die zusätzliche Gabe von 
Tirofiban konnte diesen Effekt wieder aufheben (Abb. 19). Diese Experimente de-
monstrieren die Rolle des thrombozytären P-Selektins und des ß3-Integrins GPIIb/IIIa 
in der postischämischen Leukozytenrekrutierung und im leukozyten-induzierten Re-
perfusionsschaden. 
 
4.2.1 Funktionelle Bedeutung von Leukozyten/Thrombozyten- 
Co-Aggregaten 
In verschiedenen Tiermodellen und zwei klinischen Studien konnte gezeigt werden, 
dass eine erhöhte Leukozyten-Plättchen-Interaktion mit dem myokardialen Reperfu-
sionsschaden korreliert120, 145, 150, 159. Es stellt sich die Frage, wie Thrombozyten die 
leukozytäre Rekrutierung beeinflussen. Eine Möglichkeit besteht in der Formation 
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von Co-Aggregaten zwischen Plättchen und Leukozyten, welche die Kapillaren phy-
sikalisch blockieren könnten (Capillary plugging). Diese Leukozyten-Plättchen-Co-
Aggregate könnten zur Verstärkung der postischämischen myokardialen Dysfunktion 
beitragen. Dies wurde beispielsweise in einem xenotypischen Modell, in dem huma-
ne Leukozyten in Meerschweinchenherzen verwendet wurden, beobachtet. In die-
sem xenotypischen Modell war eine direkte Interaktion von leukozytärem MAC-1 
(human) und endothelialem ICAM-1 (Meerschwein) ausgeschlossen110. 
In der vorliegenden Studie, in der homologe und heterologe Thrombozyten und Leu-
kozyten verwendet wurden, sprechen die Ergebnisse gegen eine mechanische kapil-
läre Verlegung. In unseren Versuchen zeigte sich, dass die Leukozytenrekrutierung 
in ICAM-1/P-Selektin-defizienten Herzen nach Infusion von P-Selektin-defizienten 
Plättchen im Vergleich zur Infusion von Tirofiban-behandelten Wildtyp-Plättchen nicht 
erhöht ist (Abb. 19). Allerdings ist die Co-Aggregat-Retention in P-Selektin-
defizienten und ICAM-1/P-Selektin-defizienten Herzen (Abb. 12) höher, als in den Ti-
rofiban-behandelten Gruppen (Abb. 16). Adhärente Plättchen beeinflussten mögli-
cherweise die Leukozytenrekrutierung in diesen Herzen. 
Erste Hinweise für einen alternativen Mechanismus fanden sich in Vorversuchen, in 
denen in isolierten Herzen nach Ischämie und Reperfusion Leukozyten nach Throm-
bozyteninfusion über die adhärenten Plättchen rekrutiert wurden: Im Vergleich zu 
Versuchen ohne vorherige Plättchen-Infusion erhöhte sich die Leukozytenrekrutie-
rung nach Bolusgabe von Wildtyp-Plättchen in ICAM-1/P-Selektin-defizienten Herzen 
(kurz vor einer Leukozyten-Infusion) um ein Vierfaches. Diese Befunde sind verein-
bar mit einem 2-Stufen-Modell der thrombozyten-mediierten Leukozytenrekrutierung, 
in dem die Plättchenadhäsion der leukozytären Adhäsion an thrombozytäre Adhäsi-
onsmoleküle vorausgeht. 
Hämodynamische Veränderungen können als Ursache für die unterschiedliche Rek-
rutierung ausgeschlossen werden, da in isolierten Herzen der Perfusionsdruck iden-
tisch ist (siehe Punkt 2.2.5.2). Analog war der systemische systolische Blutdruck in 
Wildtyp-Tieren im Vergleich zu P-Selektin- und ICAM-1-defizienten Tieren identisch, 
so dass dieser Parameter auch im in vivo Modell keinen Einfluss auf Unterschiede in 
der Adhäsion hatte151, 158. 
Es stellt sich weiterhin die Frage welches vaskuläre Segment verantwortlich ist für 
plättchen-vermittelte Leukozytenadhäsion. Dieses Problem wurde in vorliegender Ar-
beit nicht eingehender untersucht. In früheren Studien an isolierten Herzen zeigte 
sich, dass postischämische Leukozytenadhäsion bevorzugt in kleinen, postkapillären 
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Venolen (15-50µm Durchmesser) und teilweise in größeren Venolen adhärieren, 
nicht aber in Arteriolen70, 112. Das gleiche vaskuläre Segment scheint, wenn auch 
nicht ausschließlich, Ort von adhärierenden Plättchen zu sein, wie in einem Modell 
an mesenterialer Zirkulation zu sehen war135, 174. Ferner konnte thrombozyten-
vermittelte Leukozytenadhäsion in diesem vaskulären Segment in mesenterischer 
Mikrozirkulation gezeigt werden174. Die Plättchenadhäsion in koronarem Endothel, 
die die Leukozytenrekrutierung vermitteln kann, involviert das ß3-Integrin GPIIb/IIIa, 
dessen Inhibition die Plättchenadhäsion in Wildtyp-Mäusen blockiert (Abb. 17, Abb. 
18). Dieses pleiotrope Molekül ist ein Rezeptor für Fibrinogen, Fibronektin und von-
Willebrand-Faktor, welches an endotheliales ICAM-1 (über Fibrinogen), den Vitronec-
tin-Rezeptor αVß3 (über Fibrinogen und Fibronektin) und den vWF-Rezeptor GPIb 
(über von Willebrand Faktor) bindet. Die Rolle dieser endothelialen Plättchenrezepto-
ren wurde an ruhenden Zellen von humanen Umbilikalvenen demonstriert21, 174. Die-
se Plättchenrezeptoren werden durch Aktivierung des Endothels rasch hochreguliert 
und sind vor allem an postischämisch aktiviertem Endothel präsent (αVß364 und 
GP1b165). Auf der anderen Seite zeigte sich in unseren Versuchen unter Verwendung 
von ICAM-1/P-Selektin-defizienten Mäusen, dass die Abwesenheit von endothelia-
lem ICAM-1, welches in der Reperfusion im Darm als Rezeptor für Plättchen dient136, 
die Thrombozytenadhäsion im Herzen in unserem Modell nicht beeinflusste (Abb. 
13). Die zusätzliche Abwesenheit von P-Selektin in den doppelt-defizienten Tieren 
beeinträchtigte die Plättchenadhäsion nicht zusätzlich (Abb. 13). Diese Befunde bes-
tätigen die Ergebnisse einer Studie, in der Thrombozytenadhäsion an Mausvenen bei 
niedriger Scherkraft durch von-Willebrand-Faktor deutlich verstärkt wurde, nicht je-
doch durch P-Selektin Translokation11. 
Über die Endothel-Plättchen-Interaktion hinaus reduziert die Inhibition von GPIIb/IIIa 
die Rekrutierung der Leukozyten und die Leukozyten/Thrombozyten-Co-
Aggregatbildung. Ein potentieller direkter Effekt von Tirofiban auf Leukozyten-
Adhäsionsmoleküle ist bisher noch nicht beschrieben worden, im Gegensatz zu Ab-
ciximab, einem alternativen GPIIb/IIIa-Inhibitor160. Daraus lässt sich schließen, dass 
die Blockade von GPIIb/IIIa durch Tirofiban die endotheliale Thrombozytenadhäsion 
inhibiert und dadurch zu einer Reduktion der Co-Aggregatbildung und der thrombo-
zyten-vermittelten Leukozytenrekrutierung führt. 
Eine Möglichkeit der Interaktion zwischen Thrombozyten und Leukozyten wurde in 
einem in vitro Modell beschrieben, in dem thrombozytäres GPIIb/IIIa unter Scher-
spannung als Hauptrezeptor für polymorphkernige Granulozyten diente und am  
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ehesten über das ß2-Integrin MAC-1 und Fibrinogen mit Thrombozyten interagier-
te217. Der geringe Anteil der Leukozyten/Thrombozyten-Interaktion, der in dieser Ar-
beit unter Zugabe von Tirofiban beobachtet wurde, könnte durch Bindung von throm-
bozytärem ICAM-2 und leukozytären ß2-Integrinen34, 107 oder durch GPIbα, dass an 
eine CD11b-Unterdomäne des MAC-1-Moleküles bindet185, vermittelt werden. Es sei 
erwähnt, dass die Interaktion der leukozytären ß2-Integrine mit thrombozytärem 
GPIb, GPIIb/IIIa oder ICAM-2 eine feste und definitive Interaktion von Leukozyten 
und Thrombozyten mediieren kann30.  
 
4.2.2 Thrombozytäres P-Selektin vermittelt thrombozytenmediierte 
Leukozytenrekrutierung 
Der initiale Kontakt zwischen Thrombozyten und Leukozyten ist, ähnlich wie beim 
Endothel-Leukozyten-Kontakt, charakterisiert durch reversible Bindung217. Dass das 
thrombozytäres P-Selektin, welches an den PSLG-1 von Leukozyten bindet, hier eine 
essenzielle Rolle spielt, wurde sowohl in Zellkultur34, 45 als auch in vivo188 beschrie-
ben. 
Um nun die Interaktion von thrombozytärem bzw. endothelialem P-Selektin mit leu-
kozytären Rezeptoren zu differenzieren, verwendeten wir Mäuse mit P-Selektin- und 
ICAM-1-Defizienz. In diesen Mäusen war die direkte Leukozyten-Endothel-Interaktion 
stark eingeschränkt. Wenn zirkulierende oder von Spendern infundierte Plättchen P-
Selektin-Defizienz aufwiesen, zeigte sich keine Änderung der Leukozytenrekrutie-
rung (Abb 11, Abb 19). Auffallend war, dass die Infusion von Plättchen, die P-
Selektin exprimierten, die Leukozytenrekrutierung in ICAM-1/P-Selektin-defizienten 
Herzen mehr als verdoppelt (Abb. 19). 
Erwähnenswert ist hierbei, dass die Versuche mit den P-Selektin-defizienten bzw. P-
Selektin-exprimierenden Plättchen in Tieren mit dem gleichen genetischen Hinter-
grund durchgeführt wurden und zudem eine definierte Anzahl von Plättchen infun-
diert wurde, um artifizielle Unterschiede bei den Leukozyten- oder Thrombozytenzäh-
lungen auszuschließen.  
Eine Möglichkeit für die postischämische Rekrutierung von Leukozyten in ICAM-1/P-
Selektin-defizienten Tieren wäre über das thrombozytäre Glykoprotein IIb/IIa von ad-
härenten Plättchen und das leukozytäre ß2-Integrin MAC-1 über Fibrinogen218. Letzt-
endlich ist die Leukozytenrekrutierung in den doppeldefizienten Tieren nicht vollstän-
dig aufgehoben. Der Befund, dass die Infusion von WT-Thrombozyten, nicht jedoch 
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von P-Selektin-defizienten Plättchen, eine mehr als zweifache Steigerung der Leuko-
zytenrekrutierung zur Folge hat, lässt darauf schließen, dass thrombozytäres P-
Selektin in unserem Modell eine signifikante Rolle in der thrombozyten-vermittelten 
Leukozytenrekrutierung spielt. 
Wir konnten somit erstmals zeigen, dass die Rekrutierung von Leukozyten über die 
Bindung von thrombozytärem P-Selektin ein redundantes System für postischämi-
sche, thrombozyten-vermittelte Leukozytenrekrutierung in vivo darstellt. Diese Er-
kenntnisse bestätigen die beschriebene Rolle der Plättchen in anderen Organen 
nach Reperfusion wie dem Darm174 und der Niere187. Dieser Mechanismus könnte 
von Bedeutung sein, wenn die Interaktion von endothelialem ICAM-1 und ß-2-
Integrinen z. B. durch Antikörperinfusion blockiert wird. Dies könnte erklären, wes-
halb zwei klinische Studien mit CD11/CD18-Antikörper-Gabe nach PTCA keinen be-
nefiziellen Effekt auf die Infarktgröße erreichte46, 172. 
Für den frühen postischämischen Funktionsverlust ist die leukozytäre Rekrutierung 
ausschlaggebend. Wie in anderen Arbeiten gezeigt52, 121, war auch in unserem aku-
ten I/R-Modell eine hohe Korrelation zwischen Leukozytenrekrutierung und vermin-
derter linksventrikulärer Funktion zu beobachten (r=0,93, Abb. 20). Andererseits 
scheinen Thrombozyten nicht direkt am postischämischen Schaden beteiligt zu sein, 
da eine signifikante Korrelation zwischen Plättchenrekrutierung und linksventrikulärer 
Funktion nicht festzustellen war (r=0,3, Abb. 21). 
Aus diesen Ergebnissen folgern wir, dass Thrombozyten indirekt zum Reperfusion- 
schaden beitragen, indem sie die postischämische Leukozytenadhäsion verstärken. 
Diese plättchen-vermittelte Leukozytenadhäsion benötigt zwar P-Selektin-
exprimierende Plättchen, nicht jedoch endotheliales P-Selektin. Die Antagonisierung 
von GPIIb/IIIa, die in Patienten effektiv ist für die Thrombolysebehandlung31, PTCA177 
und Stent-Implantation10, 149, 203, inhibiert sowohl die Plättchenadhäsion als auch 
thrombozyten-vermittelte Leukozytenrekrutierung. 
Zumindest in diesem Modell der akuten myokardialen Ischämie und Reperfusion 
zeigte die GPIIb/IIIa-Antagonisierung eine protektive Wirkung über die Plättchen-
Inhibition hinaus, in dem sie den durch plättchenvermittelte Leukozytenrekrutierung 
induzierten akuten Reperfusionsschaden reduzierte. 
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4.3 Zelluläre Therapien der myokardialen I/R im chronischen 
Modell 
Auswirkungen einer reduzierten Leukozytenadhäsion auf den chronischen posti-
schämischen Reperfusionsschaden wurden in einem weiteren Schritt im chronischen 
Modell untersucht. Hierzu wurde zunächst ein chronisches Mausmodell der myokar-
dialen Ischämie und Reperfusion nach der Methode von Michael et al. etabliert144 (s. 
Punkt 2.3). Zur Analyse der postischämischen Hämodynamik wurde die invasive 
Druckmessung mittels Millar-Tip Katheter etabliert (s. Punkt 2.3.5).  
Neben Wildtyp-Tieren wurden ICAM-1-defiziente Tiere untersucht, in denen die Leu-
kozytenadhäsion reduziert ist89, 158. In einer weiteren Gruppe wurden in vitro expan-
dierte embryonale endotheliale Progenitorzellen (eEPCs) 24 Stunden nach LAD-
Okklusion in WT und ICAM-1-Tiere infundiert. So konnten wir einen möglichen pro-
tektiven Effekt der eEPCs auf die postischämische LV-Funktion untersuchen. Durch 
die Kombination von ICAM-1-Defizienz und eEPC-Behandlung konnte die Wirkung 
der eEPCs unabhängig von einem durch Leukozyten vermittelten Reperfusionsscha-
den analysiert werden. Zum Vergleich der Therapie mit ex vivo expandierten Zellen 
wurden autologe Progenitorzellen und mononukleäre Zellen aus dem Knochenmark 
mittels GM-CSF-Gabe mobilisiert. GM-CSF wurde präischämisch und postischä-
misch appliziert, nach 14 Tagen wurde die postischämische myokardiale Funktion 
untersucht. 
 
4.3.1 Die Defizienz von ICAM-1 reduziert den postischämischen Re-
perfusionsschaden nach 14 Tagen 
Postischämisch einwandernde neutrophile Leukozyten setzen kardiotoxische Sub-
stanzen frei, z. B. reaktive Sauerstoffspezies (ROS) wie Wasserstoffperoxid und pro-
teolytische Enzyme, die das postischämische Gewebe schädigen36, 44, 72. Sie können 
Kapillaren verstopfen und so zu einer Minderung des Blutflusses führen9. Ferner wer-
den proinflammatorische Cytokine wie z. B. Leukotrien B4 und Plättchen-
Aktivierender Faktor (PAF) freigesetzt, die zusätzlich die Leukozyten- und Thrombo-
zytenrekrutierung verstärken44, 72. ROS können jegliche biologisch relevanten Mole-
küle schädigen, z. B. ungesättigte Fettsäuren von Zellmembranen oder Sulf-
hydrylgruppen von strukturellen Proteinen. Sie können Enzyme oxidieren sowie die 
oxidative Phosphorylierung in Mitochondrien inhibieren7, 47. Zusätzlich modulieren 
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ROS weitere zelluläre Aktivitäten. Z. B. können sie NO inaktivieren69, die Adhäsion 
von PMNs an intakte Gefäße induzieren62 und die Bildung intravaskulärer Thrombo-
se fördern68. So tragen PMNs durch die Produktion von ROS direkt und indirekt 
durch Initiierung weiterer schädigender Prozesse zur Gewebeschädigung bei. 
Neben der Antagonisierung von proinflammatorischen Faktoren wie z. B. NF-κB111, 
ist die Blockade von Adhäsionsmolekülen60 oder deren Deletion158 eine Möglichkeit, 
die Leukozyteneinwanderung in postischämisches Areal zu reduzieren. Für die feste 
Adhäsion ist das endotheliale ICAM-1 essenziell, da es als Ligand für CD18-Integrine 
der Leukozyten dient50, 125. Die Defizienz von ICAM-1 oder CD18 führt nach 30 Minu-
ten Ischämie und 3 Stunden Reperfusion zu einer reduzierten Infiltration von Leuko-
zyten und einer Reduktion der nekrotischen Areale im Infarktgebiet158. In einem chro-
nischen Ischämie/Reperfusionsmodell war die Infarktgröße 24 Stunden nach 30-
minütiger LAD-Okklusion in ICAM-1- und CD-18-defizienten Tieren signifikant verrin-
gert89. In unserem Modell zeigte sich in den Tieren, in denen die Leukozytenadhäsi-
on durch die ICAM-1-Defizienz reduziert war, eine signifikante Verbesserung der 
postischämischen myokardialen Funktion im Vergleich zu WT-Kontrollen (Abb. 22, 
Abb. 23, Abb. 24). 
Zusammenfassend konnten wir zeigen, dass ICAM-1-Defizienz und die dadurch re-
duzierte postischämische Leukozytenadhäsion den leukozyten-assoziierten Reperfu-
sionsschaden im chronischen Modell reduziert. 
 
4.3.2 Postischämische Applikation von eEPCs verbessert die links-
ventrikuläre Myokardfunktion 
Die Applikation von in vitro expandierten Zellen ist ein therapeutischer Ansatz, der in 
jüngerer Zeit in experimentellen und klinischen Studien untersucht wurde81, 138, 167, 208. 
Die systemische Applikation von humanen Angioblasten 48 Stunden nach LAD-
Okklusion in einem Rattenmodell bewirkte eine deutliche Besserung der Myokard-
funktion in den behandelten Tieren nach 2 und 15 Wochen. Gleichzeitig zeigte sich 
eine gesteigerte Neovaskulogenese und verringerte Apoptose im Infarktrandge-
biet103. Humane EPCs wurden nach venöser Applikation drei Stunden nach LAD-
Okklusion in das Infarktgebiet rekrutiert. 4 Wochen später zeigte sich eine signifikan-
te Infarktreduktion und Verbesserung der LV-Funktion97. 
Embryonale EPCs haben die Eigenschaft in hypoxisches Gewebe einzuwandern, wie 
in einem Tumor-Metastasen-Modell gezeigt werden konnte. Das verstärkte „Homing“ 
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der eEPCs stand hier in engem Zusammenhang mit schlechter Tumordurchblutung, 
niedriger Perfusion sowie hohem VEGF- und Hypoxyniveau219. In der vorliegenden  
Arbeit konnten nach systemischer Applikation von DiI-markierten eEPCs diese nach 
14 Tagen im ischämischen Areal in Nachbarschaft mit vaskulären Segmenten nach-
gewiesen werden (Abb. 28). Dieses ist ein Hinweis darauf, dass eEPCs in der Lage 
sind nach Applikation in postischämisches Myokard einzuwandern. Die funktionelle 
Analyse der Herzen nach 14 Tagen Reperfusion zeigte eine signifikante Reduktion 
des Reperfusionsschadens in den behandelten Tieren. Der linksventrikulär entwickel-
te Druck und die globalen Parameter für Kontraktilität und Relaxation zeigten eine 
deutliche Verbesserung im Vergleich zu den unbehandelten Kontrollen. Somit konn-
ten wir nachweisen, dass eEPCs in der Lage sind in ischämischem Areal zu adhärie-
ren und protektiv auf die postischämische Funktion zu wirken. 
 
4.3.2.1 Protektive Mechanismen embryonaler EPCs 
Es wurde postuliert, dass der positive Effekt, der durch Behandlung mit EPCs gezeigt 
wurde, auf Inkorporation und Differenzierung der applizierten Zellen zu adulten Endo-
thelzellen und der damit verbundenen verbesserten Neoangiogenese beruht97. Die 
Inkorporation der eEPCs in vaskulären Strukturen ist ausreichend belegt219. Jedoch 
erklärt die geringe Anzahl der nachgewiesenen Zellen den Effekt der eEPCs auf Tu-
morwachstum nicht vollständig. In der vorliegenden Arbeit konnten eingewanderte 
eEPCs im ischämischen Areal nachgewiesen werden, ein großer Teil davon zeigte 
sich in enger Nachbarschaft mit Blutgefäßen (Abb. 28). 
In ähnlicher Weise fanden sich adulte, aus dem Knochenmark stammende Zellen, in 
chronisch ischämischen Hinterläufen, nicht in erster Linie integriert in das Endothel, 
sondern perivaskulär77, 228. Die Daten dieser und anderer Arbeiten geben Hinweise 
darauf, dass erhöhte Vaskularisierung und Gewebefunktion ein Resultat aus indirek-
ten Effekten von Progenitorzellen im geschädigten Gewebe ist. Die Eigenschaft, in  
ischämisches Gewebe zu migrieren114, 126, 208, 211, ermöglicht es lokal einen benefiziel-
len Effekt zu erzielen. Embryonale EPCs können so als Vehikel für parakrine angio-
genese-fördernde „Software“ funktionieren101, 102. 
Einer der protektiven Mechanismen wird über den PI3-kinase/AKT-Signalweg medi-
iert, dessen Aktivierung zu einem vermehrten Überleben von Myozyten führt75, 139. 
Humorale Aktivatoren dieses Signalweges, wie z. B. Insulin-Like-Growth-Factor-1140, 
Leukemia-Inhibitory-Factor153 und Thymosin-ß419 sind stark exprimiert in eEPCs (3,3-
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fach, 4,0-fach, und 7,1-fach über dem Durchschnitt; Affymetrix Analyse). In vitro sind 
eEPCs in der Lage, durch Bereitstellung von humoralen Mediatoren frühe Protektion 
gegen Zelltod von Myozyten zu vermitteln114. In einem xenogenen Großtiermodell 
der myokardialen Ischämie und Reperfusion verbesserte die retrograde Applikation 
muriner eEPCs die Kapillarisierung, reduzierte den Infarkt und führte zu einer ver-
besserten postischämischen linksventrikulären Funktion, teilweise über die Aktivie-
rung des PI3-kinase/AKT-Signalweges113. 
In einer Modellvorstellung für die protektiven Effekte der eEPCs wandern die syste-
misch applizierten Vorläuferzellen in postischämisches Gewebe ein. Dort dienen sie 
über einen längeren Zeitraum als Quelle für parakrine Angiogenese-fördernde humo-
rale Aktivatoren wie z. B. Thymosin-ß4 und führen somit zu einer verbesserten posti-
schämischen Funktion, wie auch in dieser Arbeit gezeigt werden konnte. 
 
4.3.3 Adhäsion von eEPCs ist unabhängig von der ICAM-1-
Expression 
Zur Beantwortung der Frage, inwieweit der postischämische Leukozyten-vermittelte 
Reperfusionsschaden den protektiven Effekt der eEPC-Behandlung beeinflusst, wur-
den in einer weiteren Gruppe ICAM-1-defiziente Tiere mit eEPCs behandelt. Es zeig-
te sich, dass die Kombination von ICAM-1-Defizienz und eEPC-Behandlung einen 
additiven benefiziellen Effekt auf die postischämische LV-Funktion hatte (Abb. 22, 
Abb. 23). Unter verringerter Leukozytenadhäsion zeigte sich der protektive Effekt der 
embryonalen EPCs noch deutlicher: Der durch die Reduktion der Leukozytenadhäsi-
on verringerte Reperfusionsschaden in den ICAM-1-defizienten Tieren konnte durch 
die Infusion der eEPCs noch weiter reduziert werden. Dies deutet darauf hin, dass 
die Defizienz von ICAM-1 keinen Einfluss auf die eEPC-Adhäsion hat, wie unsere 
Gruppe auch in einem in situ Adhäsionsassay am Herzen zeigen konnte (Browarc-
zyk, Kupatt, unpublizierte Daten). 
Alternative Adhäsionsmechanismen für eEPCs z. B. über E-Selektin, P-Selektin und 
PSGL-1 sind in einem Tumorangiogenesemodell beschrieben worden. Durch die 
Verwendung von spezifischen Antikörpern konnte die Adhäsion von eEPCs in die-
sem Modell reduziert werden211.  
Im Gegensatz zu den embryonalen Zellen mediierte in adulten EPCs VLA-4, welches 
auf deren Oberfläche vorhanden ist, das Homing an endotheliale Monolayer aus dem 
Knochenmark stammender Mikrogefäße über die Bindung an VCAM-157, 141. In frühe-
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ren Arbeiten konnte durch die Neutralisierung von VLA-4 das Homing von humanen 
CD34-Zellen an Knochenmarkszellen von fetalen Schafen blockiert werden227.  
In einer erst kürzlich erschienenen Arbeit zeigte sich, dass eEPCs nicht ausschließ-
lich direkt über endotheliale Adhäsionsmechanismen rekrutiert werden, sondern an 
denudierten Carotiden auch indirekt über adhärente Thrombozyten. Hier erfolgte die 
Interaktion zwischen eEPCs und adhärenten Thrombozyten über die Adhäsionsmo-
leküle VLA-4 und PSGL-1118. 
Die Adhäsion von Leukozyten und der damit verbundene leukozyten-assozierte Re-
perfusionsschaden ist durch die Defizienz von ICAM-1 auch im chronischen Ischä-
mie/Reperfusionsmodell vermindert. Die Adhäsion von eEPCs scheint dagegen un-
abhängig von ICAM-1 zu sein. Hier scheinen Selektine211, β1-Integrine57, 141 und indi-
rekt auch Thrombozyten118 eine wesentliche Rolle zu spielen. 
 
4.3.4 Die präischämische Applikation von GM-CSF verbessert die 
myokardiale linksventrikuläre Funktion 
Um den protektiven Effekt der eEPCs mit der Wirkung mobilisierter Progenitorzellen 
des Knochenmarks zu vergleichen, wurde in einer abschließenden Versuchsreihe 
GM-CSF präischämisch und postischämisch appliziert. In experimentellen und klini-
schen Studien konnte durch die Applikation von Knochenmarks-mobilisierenden Zy-
tokinen eine verbesserte Neoangiogenese und Funktion in ischämischen Organen 
erreicht werden85, 96, 155, 197. Wir orientierten uns an einem Tiermodell von Asahara et 
al.197, in dem durch die präischämische Gabe von GM-CSF sieben Tage vor Ischä-
mie die Perfusion im ischämischen Hinterlaufmodell im Vergleich zu unbehandelten 
Kontrollen verbessert worden war. Es zeigte sich außerdem eine Zunahme der kapil-
lären Dichte in den GM-CSF-behandelten Tieren, ebenso wie eine verbesserte Neo-
vaskularisation in der Cornea der Maus197. Orlic et al. konnte durch präischämische 
Gabe von G-CSF und Stromal-Cell-Derived-Factor-1 (SDF-1) in einem Mausmodell 
mit permanenter LAD-Okklusion die Infarktgröße und postischämische Funktion 
verbessern155. Auch in unserem Modell der temporären LAD-Okklusion gefolgt von 
14-tägiger Reperfusion war der postischämische Schaden nach Vorbehandlung mit 
GM-CSF verringert, während die postischämische Applikation die postischämische 
Funktion tendenziell verschlechterte (Abb. 25, Abb. 26, Abb. 27). 
Die Applikation von GM-CSF führt zu einer Mobilisierung von unterschiedlichen Zel-
len aus dem Knochenmark. Es kommt Stunden nach der Applikation zu einer Erhö-
  63
hung der zirkulierenden mononukleären Zellen, Granulozyten und Progenitorzellen79, 
189, 197, 206
. Thrombozyten, Erythrozyten und Lymphozyten werden von der GM-CSF-
Gabe nicht beeinflusst1. 
Durch die Erhöhung der zirkulierenden Progenitorzellen, die in dem ischämische  
Areal adhärieren, wirken EPC-mobilisierende Faktoren protektiv auf das postischä-
mische Myokard155, 183. Die genauen Mechanismen sind bisher noch nicht vollständig 
geklärt. Es wird jedoch vermutet, dass die Zellen im perivaskulären Gewebe akkumu-
lieren228 und über Sekretion von proangiogenetischen Proteinen wie z. B. VEGF, ba-
sic-Fibroblast-Growth-Factor, Insulin-Like-Growth-Factor-1, und SDF-1 Neoangioge-
nese fördern226 und beispielsweise Apoptose in Kardiomyozyten verringern205. 
Monozyten wandern drei bis fünf Tage nach Ischämie in das Infarktareal und diffe-
renzieren dort zu Makrophagen54. Sie unterstützen den Remodellingprozess z. B. 
durch das Abräumen des geschädigten Gewebes223. Eine weitere wichtige Funktion 
besteht in der Bereitstellung von Zytokinen und Wachstumsfaktoren220, ferner modifi-
zieren mononukleäre Zellen den Metabolismus der extrazellulären Matrix durch Syn-
these von Matrix-Metalloproteinasen und deren Inhibitoren53, 61. Die Amplifikation der 
Monozyten durch GM-CSF-Gabe kann so zu gesteigerter Arteriogenese führen26. In 
einer klinischen Studie an Patienten mit schwerer koronarer Herzkrankheit, führte die 
Applikation von GM-CSF zwei Wochen nach Behandlungsbeginn zu einem gestei-
gerten kollateralen koronaren Blutfluss179. 
Neben Monozyten und den Progenitorzellen führt die GM-CSF-Gabe auch zu einer 
Erhöhung der zirkulierenden Leukozyten1. Die massive Leukozyten-Infiltration in 
postischämisches Myokard führt zu einer Gewebeschädigung und korreliert mit dem 
Ausmaß der myokardialen Schädigung wie u. a. im ersten Teil dieser Arbeit und von 
weiteren Autoren52, 90 gezeigt wurde. In unseren Versuchen brachte die postischämi-
sche Applikation von GM-CSF keinen protektiven Effekt. Ebenso zeigte sich nach 
postischämischer GM-CSF-Gabe in einem Großtiermodell nach 50-minütiger LAD-
Okklusion, gefolgt von 3 Wochen Reperfusion, keine funktionelle Verbesserung und 
keine Reduktion des Infarktes im Vergleich zu Kontroll-Tieren201. Nach Stimulation 
von endogenem GM-CSF mit Romutide im Rattenmodell kam es zu einer deutlichen 
Vergrößerung des Infarktes 2 Wochen nach LAD-Okklusion, einhergehend mit fehl-
geleiteter Kollagensynthese im Infarkt-Gebiet131. Bei diesem Befund sei jedoch ein-
schränkend anzumerken, dass Romutide vielfältige unspezifische immunostimulato-
rische Effekte hervorruft, wie zum Beispiel die Induktion von Interleukin-1, Interleukin-
6, TNF-α, Interferon-γ und Komplement-Faktoren15.  
  64
Neben der Mobilisation von Knochenmarkszellen zeigten sich zunehmend Hinweise 
auf die direkten Wirkungen von GM-CSF auf die Effektorzellen. Soldi et al. konnten 
die direkte Aktivierung des Jak/Stat-Signalweges in humanen Endothelzellen durch 
GM-CSF zeigen190. Die Aktivierung dieses Signalweges führt zu einer Stimulation der 
Angiogenese212. In einer neueren Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Aktivierung 
des Jak/Stat-Signalweges in Myozyten durch G-CSF in isolierten Mäuseherzen nach 
30-minütiger Ischämie und Reperfusion sowie 14 Tage nach chronischer Myokard-
ischämie protektiv wirkt73. 
Ein entscheidender Faktor für eine erfolgreiche therapeutische Wirkung ist der Zeit-
punkt der Applikation. Eine mögliche Erklärung liegt in der Kinetik der Zellmobilisati-
on. Während sich die Anzahl der zirkulierenden Leukozyten drei Tage nach GM-
CSF-Applikation wieder normalisiert, sind Monozyten und Progenitorzellen noch eine 
Woche nach Beendigung der Behandlung erhöht1, 197.  
Es bleibt festzustellen, dass die Modifikation des Knochenmarks durch Zytokin-
Applikation protektive, aber auch schädigende Wirkungen haben kann. Neben der 
Wahl des Zytokins ist die Dauer der Applikation entscheidend für den Effekt der The-
rapie. 
 
4.3.5 Knochenmarksstimulierende Zytokine nach Myokardischämie 
in klinischen Studien 
Zur Behandlung von Patienten mit akutem Koronarsyndrom mit GM-CSF gibt es zur 
Zeit keine klinischen Studien. Alternativ zu GM-CSF wurde G-CSF mittlerweile in 
sechs klinischen Studien appliziert. In den ersten ungeblindeten Studien mit kleinem 
Patientenkollektiv zeigte sich in den G-CSF-behandelten Gruppen echokardio- 
graphisch eine Besserung der Ejektionsfraktion (EF) und des Wall-Motion-Index85, 86 
sowie der szintigraphisch bestimmten Perfusion106. Eine weitere Studie zeigte sechs 
Monate nach Infarkt in der G-CSF behandelten Gruppe eine signifikante Verbesse-
rung der EF in der Single Photon Emission Computed Tomography (SPECT), wäh-
rend in der Kontrollgruppe keine Verbesserung beobachtet wurde198. In fünf geblin-
deten und randomisierten Studien mit größerem Patientenkollektiv zeigte sich zwar 
eine Verbesserung der globalen Herzfunktion sowie eine Reduktion der Infarktgröße 
in der Magnetresonanztomographie43, 164, echokardiographisch42 bzw. szintigraphisch 
gemessen198, 213, 229, jedoch konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen G-
CSF- und Placebo-behandelten Gruppen beobachtet werden.  
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Die klaren Effekte der tierexperimentellen Versuche konnten in den klinischen Stu-
dien bisher nur unzureichend reproduziert werden. Mehrere Variablen können ver-
antwortlich sein für diese Ergebnisse: Der Zeitpunkt der Zytokin-Applikation nach der 
Revaskularisierung scheint ein wichtiger Faktor für die therapeutische Effektivität zu 
sein. In den tierexperimentellen Arbeiten an Kleintieren wurde G-CSF und GM-CSF 
vor oder direkt nach der Induktion der Ischämie gegeben32, 97, 114, 155. In einem Groß-
tiermodell führte die frühe postischämische Applikation von G-CSF zu einer geringe-
ren linksventrikulären Dilatation im Vergleich zur 7 Tage verzögerten Applikation17. In 
der positiven FIRSTLINE-AMI-Studie wurde die G-CSF-Behandlung 90 Minuten nach 
Revaskularisierung begonnen, während in den negativen Studien G-CSF nach 31 
Stunden43, 30 Stunden164 und 5 Tagen229 gegeben wurde. 
Die G-CSF-Dosis, die in den klinischen Studien appliziert wurde, lag mit 10µg/kg/KG 
deutlich unterhalb der in den tierexperimentellen Studien verabreichten Mengen. In 
den experimentellen Studien wurde die 5- bis 10-fache Dosis, teilweise mit zusätzli-
chen Zytokinen kombiniert, gegeben. 
In einer Arbeit von Lehrke et al. zeigte sich, dass nach Myokardinfarkt junge Tiere 
deutlich mehr von der G-CSF-Behandlung profitierten als ältere Tiere122. Betrachtet 
man die klinischen Studien unter diesen Gesichtspunkten, zeigt sich, dass die Pati-
enten in der FIRSTLINE-AMI-Studie ca. 10 Jahre jünger waren als in der REVIVAL-
2-Studie oder der G-CSF-STEMI-Studie. 
In den heterogenen Patientenkollektiven der klinischen Studien gibt es viele Variab-
len wie z. B. unterschiedliche Infarktgrößen, unterschiedlich ausgeprägte endothelia-
le Dysfunktion und variable Komorbiditäten. Ferner werden Infarktpatienten mit einer 
Standardtherapie von Medikamenten z.B. β-Blocker, ACE-Hemmer, Heparin und 
Statinen behandelt, die schon an sich zu einer Besserung der postischämischen 
Funktion und der Infarktgröße führt. Hinzu kommt, dass der direkte experimentelle 
Effekt mit klinischen Parametern nur teilweise erfassbar ist. 
In weiteren Studien wird es notwendig sein, den optimalen Zeitpunkt und die optima-
le Dosis zu evaluieren und weiterhin mögliche Co-Applikation, z. B. SDF-1 zur Effi-
zienzsteigerung und Verbesserung der Rekrutierung zu untersuchen, um knochen-
mark-stimulierende Zytokine als adjuvante Therapie im akuten Koronarsyndrom ein-




Der akute Myokardinfarkt ist eine der häufigsten Diagnosen in den industrialisierten 
Ländern. In der Regel kommt es zu einem thrombotischen Verschluss einer Koro-
nararterie. Die rasche Revaskularisierung und die dadurch erhoffte Reduktion des in-
farzierten Areals ist die wichtigste therapeutische Maßnahme zur Rettung des  
ischämischen Myokards und zur Senkung der Morbidität und Mortalität. Nach der 
plötzlichen Reperfusion des postischämischen Gewebes kommt es zu einem soge-
nannten myokardialen Ischämie/Reperfusionsschaden, der sich als Endothel- und 
Myozytenschädigung ausbildet. 
Folge von rascher Reoxygenierung sind u. a. eine gesteigerte inflammatorische Re-
aktion und in diesem Rahmen eine gesteigerte Einwanderung von Leukozyten in das 
ischämische Areal. Die Rolle der Thrombozyten für die postischämische Leukozyten-
rekrutierung war bisher unklar.  
In unserer Studie wurden Wildtyp- (WT), P-Selektin- und ICAM-1/P-Selektin-
defiziente Mäuse einer 20-minütigen LAD-Okklusion unterzogen, gefolgt von 15 Mi-
nuten Reperfusion, um den Effekt der Interaktion zwischen Endothel, Leukozyten 
und Thrombozyten und den Einfluss auf den frühen Reperfusionsschaden zu unter-
suchen. Anschließend wurden die Herzen ex vivo fluoreszenzmikroskopisch bzw. 
mittels LV-Druckmessung im isolierten Herzen analysiert. Zur Analyse der Zell-Zell-
Interaktion wurden zu Beginn der Reperfusion zirkulierende Leukozyten mit Rhoda-
min G6 gefärbt bzw. 2x108 BCECF-AM- oder Rhodamin G6-gefärbte homologe oder 
heterologe Thrombozyten systemisch infundiert.  
In P-Selektin-defizienten Tieren war die Verminderung der Leukozytenrekrutierung 
(Abb. 11) und die Bildung der Leukozyten/Thrombozyten-Co-Aggregate (Abb. 12  
sowie die Reduktion des postischämischen linksventrikulären Funktionsverlustes 
(Tabelle 5) moderat. Dieser Effekt wurde durch die zusätzliche Abwesenheit von  
ICAM-1 verstärkt (Abb. 11, Abb. 12, Tabelle 5). Die Adhäsion von Plättchen war nicht 
beeinflusst (Abb. 13). Die Inhibition der Thrombozytenadhäsion mittels Tirofiban, ei-
nem GPIIb/IIIa-Inhibitor (Abb. 14), reduzierte die Leukozytenadhäsion und die links-
ventrikuläre Dysfunktion (Abb. 15, Tabelle 5). Während in ICAM-1/P-Selektin-
defizienten Herzen die direkte Rekrutierung von Leukozyten stark eingeschränkt war, 
konnte diese durch die Infusion von Wildtyp-Plättchen nahezu vollständig wiederher-
gestellt werden. Die Inhibition der Plättchenadhäsion durch die zusätzliche Gabe von 
Tirofiban konnte diesen Effekt wieder aufheben (Abb. 19). Unsere Experimente de-
monstrieren erstmals die Rolle des thrombozytären P-Selektins und des ß3-Integrins 
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GPIIb/IIIa als redundanten Rekrutierungsmechanismus für die thrombozyten-
vermittelte postischämische Leukozytenrekrutierung in vivo. 
Über diesen redundanten Mechanismus tragen Thrombozyten indirekt zum Reperfu-
sionsschaden bei, indem sie die postischämische Leukozytenadhäsion verstärken. 
Diese thrombozyten-vermittelte Leukozytenadhäsion benötigt P-Selektin-suffiziente 
Plättchen, nicht jedoch endotheliales P-Selektin. Die Antagonisierung von GPIIb/IIIa, 
die in Patienten effektiv ist für die Thrombolysehandlung31, PTCA177 und Stent-
Implantation10, 149, 203, inhibiert sowohl die Plättchenadhäsion als auch thrombozyten-
vermittelte Leukozytenrekrutierung.  
Im experimentellen Modell der akuten myokardialen Ischämie und Reperfusion zeigte 
die GPIIb/IIIa-Antagonisierung eine protektive Wirkung über die Plättchen-Inhibition 
hinaus, in dem sie den durch plättchen-vermittelte Leukozytenrekrutierung induzier-
ten akuten Reperfusionsschaden reduzierte. 
In einem weiteren Schritt wurde ein chronisches Mausmodell der myokardialen  
Ischämie und Reperfusion etabliert, um die Auswirkungen einer reduzierten Leukozy-
tenadhäsion auf den chronischen postischämischen Reperfusionsschaden zu unter-
suchen und mit alternativen Behandlungsmethoden zu vergleichen. WT-Tiere und 
ICAM-1-defiziente Tiere wurden einer einstündigen LAD-Okklusion unterzogen, ge-
folgt von 14 Tagen Reperfusion. Anschließend wurde die linksventrikuläre Funktion 
mittels invasiver Millar-Tip Kathetermessung analysiert. 24 Stunden nach Ischämie 
wurden 3*106 in vitro expandierte embryonale EPC (eEPC) systemisch in WT-Tiere 
oder ICAM-1-defiziente Tiere infundiert. In zwei weiteren WT-Gruppen wurden auto-
loge Progenitorzellen und mononukleäre Zellen aus dem Knochenmark mobilisiert 
mittels Gabe von 0,5µg GM-CSF 7 Tage vor Ischämie bzw. direkt postischämisch. 
In den ICAM-1-defizienten Tieren war der postischämische Funktionsverlust im Ver-
gleich zu den WT-Kontrollen etwa im gleichen Maß verringert wie bei den eEPC-
behandelten Tieren (Abb. 22 Abb. 23, Abb. 24). Unter reduzierter Leukozytenredukti-
on in den ICAM-1-defizienten Tieren zeigte sich ein zusätzlicher benefizieller Effekt 
durch die Behandlung mit eEPCs (Abb. 22 Abb. 23, Abb. 24). DiI-markierte eEPCs 
konnten histologisch im Infarkt-Areal in enger Nachbarschaft mit Blutgefäßen nach-
gewiesen werden (Abb. 28).  
Die Adhäsion von Leukozyten und der damit verbundene leukozyten-assozierte Re-
perfusionsschaden ist durch die Defizienz von ICAM-1 auch im chronischen Ischä-
mie/Reperfusionsmodell vermindert. 
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Embryonale EPCs sind in der Lage in ischämisches Areal einzuwandern, zu inkorpo-
rieren und protektiv auf die postischämische Funktion zu wirken. Sie können so über 
einen längeren Zeitraum als Quelle für parakrine, angiogenese-fördernde, humorale 
Aktivatoren wie z. B. Thymosin-ß4 den Remodellingprozess unterstützen und führen 
somit zu einer verbesserten postischämischen Funktion. 
Die Adhäsion von embryonalen EPCs scheint dagegen unabhängig von ICAM-1 zu 
sein. Hier spielen Selektine211, β1-Integrine57, 141 und indirekt auch Thrombozyten118 
eine wesentliche Rolle.  
Die präischämische Mobilisation von hämatopoetischen Progenitorzellen aus dem 
Knochenmark mittels GM-CSF hatte in unserem Modell eine vergleichbar protektive 
Wirkung wie die eEPC-Behandlung oder die Antagonisierung der Leukozytenadhäsi-
on durch ICAM-1-Defizienz, während die postischämische Applikation den posti-
schämischen Funktionsverlust nicht verbesserte (Abb. 25, Abb. 26, Abb. 27).  
Die Zytokin-Applikation zeigte bei rechtzeitiger Applikation vor Beginn der Ischämie 
eine protektive Wirkung. Dieses Protokoll ist allerdings nicht in der Klinik anwendbar. 
In weiteren Studien wird es notwendig sein, den optimalen Zeitpunkt und die optima-
le Dosis zu evaluieren und mögliche Co-Applikation, z. B. Stromal-Cell-Derived-
Factor-1, zur Verbesserung der Rekrutierung und zur Effizienzsteigerung zu untersu-
chen, um knochenmark-stimulierende Zytokine als erfolgversprechende Behand-




CD   Cluster of Differentiation  
eEPC   Embryonale endotheliale Progenitorzellen 
EF   Ejektionsfraktion 
EPC   Adulte endotheliale Progenitorzellen  
ESL-1   E-Selektin Ligand-1 
GF   Gesichtsfeld 
G-CSF  Granulozyten Kolonie-stimulierendem Faktor 
GM-CSF  Granulozyten-Makrophagen Kolonie-stimulierendem Faktor 
GP   Glykoprotein 
ICAM    Intercellular Adhesion Molecule 
ICAM-1/P-Sel ICAM-1/P-Selektin-defiziente Tiere 
IFN   Interferon 
IL-   Interleukin 
I/R   Ischämie und Reperfusion 
JAM   Junctional Adhesion Molecule 
KG   Körpergewicht 
LAD   Left Ascending Artery 
LFA-1   Lymphozyten-Funktionsassoziiertes Antigen-1 
LV   Linker Ventrikel 
LVDP   Leftventricular Developed Pressure 
MAC-1  Monocyte Adhesion Complex-1 
NFkB    Nuclear Factor kB 
NO   Stickstoffmonoxid 
P-Sel   P-Selektin-defiziente Tiere 
PDGF   Platelet-Derived Growth Factor 
PMN   Polymorphkernige neutrophile Granulozyten 
PTCA   Perkutane transluminale Koronarangioplastie 
PECAM-1  Platelet Endothelial Cell Adhesion Molecule-1 
PSGL-1  P-Selektin-Glykoprotein-Ligand-1 
ROS   Reaktive Oxygen Spezies 
SCA-1  Stammzell-Antigen-1 
SDF-1  Stromal-Cell-Derived-Factor-1 
TNF-α  Tumor-Nekrose-Faktor-alpha 
VLA-4   Very Late Antigen-4 
VCAM-1  Vascular Adhesion Molecule-1 
VEGF   Vascular Endothelial Growth Factor 
VEGF-R2  Vascular Endothelial Growth Factor Receptor-2 
vWF   von Willebrand Factor 
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